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 Zusammenfassung 
Angesichts von bislang 20 Millionen Todesopfern und einer jährlichen Zahl von über vier 
Millionen Neuinfektionen ist ein prophylaktischer Impfstoff gegen das humane 
Immundefizienzvirus Typ 1 (HIV-1) dringend notwendig, um die AIDS-Pandemie zu 
kontrollieren. Für einen effektiven Impfstoff gegen HIV-1 ist eine Induktion von humoralen 
und zellulären Immunantworten erforderlich. Insbesondere neutralisierende Antikörper 
sind dabei von Bedeutung, da sie Viren bereits beim Eintritt in den Körper abfangen bzw. 
deren Ausbreitung im Verlauf der Infektion verhindern können. Neutralisierende 
Antikörper sind ausschließlich gegen das virale Hüllprotein Env gerichtet, besonders 
gegen den externen Teil gp120, da Env als einziges virales Protein auf der Oberfläche 
des HI-Virus präsentiert wird. Eine Vakzinierungsstrategie, die sowohl humorale als auch 
zelluläre Immunantworten induziert, ist die Verabreichung von Plasmid-DNA. Bei 
bisherigen Immunisierungen mit HIV-1 Env DNA zeigte sich jedoch, dass aufgrund der 
niedrigen Expression und Sekretion bei Verwendung der Env-Wildtypsequenzen und der 
geringen immunstimulatorischen Eigenschaften des Env-Proteins nur eine schwache 
Immunantwort generiert wurde. 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Immunogenität des HIV-1 Hüllproteins gp120 im 
Rahmen eines DNA-Impfstoffs zu verbessern. Folgende Strategien wurden dabei 
angewandt: (i) Zur Steigerung der Expressionsrate wurden an den Kodongebrauch von 
hochexprimierenden Säugetiergenen angepasste Sequenzen verwendet, (ii) zur 
Verbesserung der Sekretion und einer dadurch erhöhten Stimulation von B-Zellen erfolgte 
die Überprüfung verschiedener Signalpeptide und (iii) wurde zur natürlichen Adjuvierung 
dreimal die Sequenz der humanen Komplementkomponente C3d (hC3d3) an die gp120-
Sequenz fusioniert. Die immunstimulatorische Wirkung von C3d beruht auf dessen 
Bindung an den Rezeptor CD21, der sich auf B-Zellen und follikulären dendritischen 
Zellen befindet. Diese Bindung hat eine verbesserte Aktivierung der B-Zellen und eine 
verstärkte Präsentation des Antigens zur Folge. 
Die kodonoptimierten DNA-Konstrukte erzielten eine hohe und langanhaltende 
Expression von gp120-Proteinen in 293T-Zellen. Die Sekretionsrate der gp120-Proteine 
war dabei unabhängig von den verwendeten Signalpeptiden. Nach Fusion von hC3d3 
wurde eine Verringerung der Expressions- wie auch der Sekretionsraten des 
gp120hC3d3-Fusionsproteins gegenüber dem nicht fusionierten gp120-Protein festgestellt. 
Die niedrige Expression war nicht auf die Transfektionseffizienz zurückzuführen, was mit 
einem Fusionskonstrukt, das zwischen gp120 und hC3d3 zwei Stopkodons enthielt, 
gezeigt werden konnte. Ferner wurden die gp120-DNA-Konstrukte mit einem endogenen 
Luciferasegen versehen und nach Transfektion die Luciferaseaktivität bestimmt. Die 
Luciferaseaktivität korrelierte mit der jeweiligen Länge des translatierten gp120-
Konstrukts, was darauf hindeutet, dass vorwiegend die Fusion der langen hC3d3-Sequenz 
zu einer Verringerung der Sekretionseffizienz führte.  
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Die für die immunstimulatorische Wirkung notwendige Bindung von C3d an CD21 konnte 
für die sezernierten gp120hC3d3-Fusionsproteine mit Raji-B-Zellen nachgewiesen 
werden. Die Bindung von humanem C3d ist sowohl an humanem als auch an murinem 
CD21 funktionell, daher konnte die Austestung der Fusionskonstrukte in Mäusen erfolgen.  
Diese gp120- und gp120hC3d3-Konstrukte wurden in Mäusen und Kaninchen auf ihre 
Immunogenität hin überprüft. In Analogie zu den in vitro-Daten induzierten gp120hC3d3-
Fusionskonstrukte nach Immunisierung niedrigere Antikörpertiter als gp120-Konstrukte. 
Die verringerte Antikörperbildung wurde auf die im Vergleich mit gp120 geringeren 
Expressions- und Sekretionsraten der hC3d3-fusionierten gp120-Proteine zurückgeführt. 
Zelluläre Immunantworten wurden jedoch durch die hC3d3-Kopplung nicht beeinflusst. Die 
Kodonoptimierung von gp120 führte zu einer sehr effizienten Expression und damit zu 
guten humoralen und zellulären Immunantworten. Die Fusion des Adjuvans hC3d3 konnte 
diese Immunantworten jedoch nicht weiter steigern.  
Um die Verringerung der in vivo-Expression nach Fusion von hC3d3 zu umgehen, wurden 
Konstrukte generiert, die eine Präsentation von Env- sowie C3d-Proteine auf der 
Oberfläche von virusähnlichen Partikeln (VLP) ermöglichten. Diese VLP-Konstrukte 
basieren auf einer kodonoptimierten Gag-Sequenz und den zuvor generierten 
DNA-Konstrukten, an die zur Verankerung von Env bzw. C3d in der VLP-Membran 
entweder die autologe HIV-1 Env Transmembrandomäne oder die des baculoviralen 
Oberflächenproteins gp64 fusioniert wurde. Im 293T-Zellkultursystem konnte eine 
effiziente Expression und Sekretion der VLP nachgewiesen werden. Um diese HIV-1 VLP 
in großem Maßstab in eukaryontischen Zellen zu produzieren, wurden gp140- und hC3d-
stabile Zelllinien etabliert. In weiterführenden Mausstudien sollen diese VLP-Konstrukte 
auf Ihre Immunogenität hin überprüft werden.  
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass weder die Verwendung 
unterschiedlicher Signalpeptide noch hC3d3-Fusion die Sekretion oder die Immunogenität 
kodonoptimierter gp120-DNA-Konstrukte verbessert. Die aufgrund der Größe der 
Fusionsproteine eingeschränkte Sekretion kann durch die neu generierten VLP 
umgangen und dadurch eventuell das Potential des immunstimulatorischen Faktors C3d3 
genutzt werden. 
 
 A Einleitung 
A.1 Immunsystem 
In unserer Umwelt befindet sich eine Vielzahl an Bakterien, Viren, Pilzen und Parasiten, 
die teils lebensgefährliche Infektionen hervorrufen können. Um solche Infektionen zu 
verhindern oder zu bekämpfen, besitzt der Körper eine Immunabwehr. Diese besteht aus 
einem System von Zellen und Organen, das der Unterscheidung von „eigen“ und „fremd“ 
dient, und uns aufgrund dieser Fähigkeit und einer Reihe verschiedener Effektor-
mechanismen wirksam vor Infektionen schützt. Eine typische Immunreaktion, z.B. gegen 
die Infektion eines Pathogens, wird aufgrund ihres zeitlichen Verlaufs in eine frühe 
unspezifische, eine frühe induzierte, und eine spätere adaptive Phase unterteilt. 
In der frühen unspezifischen Phase bilden Makrophagen und neutrophile Zellen des 
angeborenen Immunsystems eine erste Verteidigungslinie gegen Pathogene, indem sie 
Mikroben phagozytieren und Parasiten durch Freisetzung ihres Lysosomeninhalts 
zerstören. Zudem initiieren sie die spätere Immunreaktion durch Ausschüttung von 
Zytokinen und Expression von Korezeptoren. Diese unspezifischen zellulären Mecha-
nismen werden durch lösliche Faktoren des Immunsystems, wie z.B. dem Komplement-
system, unterstützt (siehe Kapitel A.2). In der frühen induzierten Phase der Immunantwort 
überbrücken Lymphozyten mit Antigenrezeptoren limitierter Diversität die Zeitspanne bis 
zur spezifischen adaptiven Immunantwort. Zu ihnen gehören die Natürlichen Killer-Zellen 
(NK-Zellen), die γ:δ-T-Zellen, die B1-Zellen und die Marginalzonen-B-Zellen, die als 
Träger der frühen T-Zell-unabhängigen Immunantwort (thymus independent, TI) gelten. 
Das adaptive Immunsystem teilt sich in den humoralen, von B-Zellen ausgeführten Zweig 
und in den zellulären, der von T-Zellen kontrolliert wird. Sowohl T- als auch B-Zellen 
weisen eine sehr große Diversität und Spezifität ihrer Antigenrezeptoren auf. Durch 
Antigenkontakt werden einzelne Zellen mit Spezifität für das jeweilige Pathogen zunächst 
zur Proliferation angeregt und differenzieren schließlich zu Effektor- bzw. Gedächtnis-
zellen. T-Zellen benötigen eine direkte Präsentation von Fremdpeptiden durch major 
histocompatibility complex class (MHC) I- und II- Molekülen auf der Oberfläche antigen-
präsentierender Zellen (APC) zusammen mit kostimulatorischen Molekülen wie CD80 und 
CD86. Zu den professionellen APC zählen Makrophagen, dendritische Zellen (DC) und 
B-Zellen. T-Zellen werden nach ihren Korezeptoren in CD4+- und CD8+-T-Zellen unterteilt. 
CD8+-T-Zellen differenzieren nach Aktivierung zu zytotoxischen T-Zellen (CTL), die 
infizierte Zellen abtöten. CD4+-T-Zellen dagegen entwickeln sich zu T-Helfer-Zellen 
(TH-Zellen) zweier verschiedener Subtypen. TH1-Zellen aktivieren Makrophagen und 
beeinflussen über die Ausschüttung von Zytokinen, z.B. Interferon γ (IFNγ), andere Zellen 
des Immunsystems. TH2-Zellen aktivieren B-Zellen in thymusabhängigen Immunantworten 
(thymus dependent, TD). Bei TD-Antworten wird zunächst das an den B-Zell-Rezeptor 
(BCR) gebundene Antigen internalisiert, und Peptide des Antigens werden mittels MHC II-
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Molekülen präsentiert. TH2-Zellen erkennen diese Peptid-MHC-Komplexe und geben der 
B-Zelle Proliferationssignale über kostimulatorische Moleküle und Zytokine. Diese 
Vorgänge finden in sogenannten Keimzentren (germinal centers; GC) statt. Das gilt auch 
für die Affinitätsreifung, bei der durch Mutation bereits rearrangierter variabler Domänen 
bessere antigenbindende Immunglobulinvarianten erzeugt werden. Nach Aktivierung der 
B-Zellen durch TH2-Zellen erfolgt die Differenzierung zu antikörpersezernierenden 
Plasmazellen. Die gebildeten Antikörper (Immunglobuline; Ig) binden mit ihrer variablen 
Domäne an Antigene und können diese neutralisieren. Die konservierten Anteile (Fc-
Teile) der verschiedenen Immunglobulintypen (IgM, IgG, IgE, IgA) dienen als Adaptoren 
und vermitteln die Bindung an unterschiedliche Effektorzellen mit verschiedenen 
Funktionen. Bei allen eben beschriebenen Vorgängen nehmen Signale, die über den BCR 
vermittelt werden, eine zentrale Rolle ein. Einen Überblick über die Aktivierung des BCR 
gibt der Abschnitt A.2.1.1. Nach (Janeway, Jr., 2002). 
A.2 Komplementsystem 
Das Komplementsystem ist der älteste Teil des Immunsystems. Teile des Komplements 
wurden in fast allen Tierstämmen entdeckt, darunter auch bei Reptilien, Amphibien und 
Knochenfischen (Nonaka & Kimura, 2006; Nonaka & Yoshizaki, 2004). Ein C3/C4-
ähnliches Protein wurde in Seegurken und Korallen, und sogar in Arthropoden entdeckt 
(Dishaw et al., 2005; Fujita et al., 2004; Smith et al., 2001; Zhu et al., 2005).  
Das Komplementsystem setzt sich aus insgesamt ca. 35 Proteinen im Plasma und auf 
Zelloberflächen zusammen, die Teil des angeborenen Immunsystems sind. Das humane 
Komplementsystem wurde erst 1890 entdeckt, als Nuttall et al. eine hitzesensitive 
Komponente in humanem Serum fanden, die essentiell für die Abtötung von Bakterien 
war. Der Name Komplementsystem wurde erstmals von Paul Ehrlich 1899 verwendet, der 
annahm, dass diese Bestandteile Antikörper bei der Lyse von Bakterien unterstützen 
(„komplementierten“). Erst 1950 wurde durch Pillemer et al. bekannt, dass die Aktivierung 
des Komplementsystems nicht unbedingt Antikörper benötigt, sondern auch über den so 
genannten „Alternativen Aktivierungsweg“ funktionieren kann (Mayer, 1984).  
Die Aktivierung des Komplementsystems kann auf drei verschiedenen Wegen erfolgen, 
dem klassischen, dem Lektin- und dem alternativen Weg. Alle drei Wege führen zur 
Bildung einer C3-Konvertase, die C3-Moleküle spaltet. Dabei entsteht u.a. C3b, das 
kovalent an Pathogene binden kann. C3b wird sodann von Komplementrezeptoren 
erkannt, die sich auf Phagozyten und anderen Immunzellen befinden. Diese Interaktion 
löst schließlich verschiedene Effektormechanismen aus. Beispielsweise entsteht der 
membrane attac complex (MAC) oder es werden verschiedene Chemoattraktoren 
ausgeschüttet (Holers, 2005; Walport, 2001a; Walport, 2001b). Das Komplementsystem 
kann folglich Zielzellen direkt lysieren, durch Opsonisierung für die Phagozyten markieren 
und sich zusätzlich an der Bildung der Entzündungsreaktion beteiligen. Übersicht in 
(Morgan et al., 2005).  
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A.2.1 Das Komplementsystem verbindet die angeborene mit der adaptiven 
Immunantwort 
In den letzten Jahren zeigte sich, dass das Komplementsystem nicht nur eine wichtige 
Rolle im angeborenen Immunsystem spielt, sondern auch das angeborene mit dem 
adaptiven Immunsystem verbindet. Die wichtigsten Proteine für diese Funktion sind die 
Spaltprodukte der dritten Komplementkomponente C3: C3b, iC3b und C3d (Toapanta & 
Ross, 2006). Neuere Studien legen nahe, dass das Spaltprodukt C5a ähnliche Funktionen 
erfüllen könnte (Guo & Ward, 2005). Aktiviertes C3b kann entweder zur Bildung der 
C5-Konvertase führen oder kovalent an Protein-Amingruppen oder Hydroxylgruppen von 
kohlenhydrathaltigen Glykoproteinen der eindringenden Mikroorganismen binden. Nach 
der Anheftung auf der Oberfläche der Pathogene interagiert C3b mit dem 
Komplementrezeptor 1 (CR1/ CD35) und wird über die Zwischenstufe iC3b zu C3d(g) 
gespalten. Diese Spaltung führt zu C3d-bedeckten Pathogenen, die an den 
Komplementrezeptor 2 (CR2/ CD21) binden können (Rickert, 2005). Der C3d-Rezeptor 
CD21 wird auf der Oberfläche von follikulären dendritischen Zellen (FDC), reifen B-Zellen 
und einigen T-Zellen exprimiert (Braun et al., 1998; Croix et al., 1996; Fingeroth et al., 
1988; Fischer et al., 1991; Fischer et al., 1999; Reynes et al., 1985; Tsoukas & Lambris, 
1993). CD21 ist nicht nur der Rezeptor für C3d, sondern bindet auch IFNα, CD23 und 
gp350 von EBV (Asokan et al., 2006; Aubry et al., 1992; Carel et al., 1990; Delcayre et al., 
1991; Frade et al., 1985; Holers & Kulik, 2007; Martin et al., 1991). Übersicht siehe 
(Holers, 2005). Die Interaktionen von C3b und C3d mit den auf der Oberfläche von 
Immunzellen vorkommenden Komplementrezeptoren CD35 und CD21, die Teil des 
adaptiven Immunsystems sind, verbinden so das angeborene mit dem adaptiven 
Immunsystem (Bergmann-Leitner et al., 2006; Hawlisch & Kohl, 2006). Auf die Interaktion 
der Komplementkomponente C3d mit dem Rezeptor CD21 wird im nachfolgenden 
Abschnitt näher eingegangen. 
A.2.1.1 B-Zell-Signaltransduktion nach Bindung von C3d an CD21 
Im Normalfall resultiert die Bindung eines spezifischen Antigens an den B-Zell-Rezeptor 
(entweder IgM oder IgG) in der Aktivierung einer Reihe von Kinasen, Phosphatasen und 
Adaptorproteinen, und letztlich zu einer durch Transkriptionsfaktoren vermittelten 
Änderung der Genexpression. Die Antwort auf ein Antigen wird dabei durch vier 
extrazelluläre Bedingungen bestimmt: (i) die Antigenkonzentration, (ii) die Avidität der 
Bindung, (iii) das Zeitintervall und die Dauer der Antigenbegegnung sowie (iiii) die 
Assoziation des Antigens mit Kostimuli von Pathogenen, des angeborenen 
Immunsystems oder anderer Lymphozyten.  
In den letzten Jahren wurde klar, dass viele verschiedene Korezeptoren, wie FcγRII, 
CD22 und der CD21/CD19/CD81-Komplex, sowohl die Quantität als auch die Qualität des 
BCR-Signals regulieren (Healy et al., 1998). Die parallele Ligation der Korezeptoren und 
des BCR führt dabei je nach Antigen und Antigenumgebung zu einer unterschiedlich 
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starken Phosphorylierung der zytoplasmatischen Domänen der Korezeptoren, die 
entweder inhibitorische oder aktivierende Wirkung entfalten (Kurosaki, 1999). Die 
Koligation von BCR und CD21 führt allerdings nur bei antigenspezifischen B-Zellen zur 
Aktivierung (Thornton et al., 1996). Eine gute Übersicht über die BCR-Signaltransduktion 
bieten folgende Artikel: (Carroll, 1998a; Gold et al., 1991; Gold, 2002; Kurosaki, 1999; 
Reth & Wienands, 1997; Wienands, 2000). 
Für die Signalweiterleitung nach der Bindung von C3d an CD21 aggregieren die 
Oberflächenmoleküle CD21, CD19, CD81 in lipid rafts zum BCR-Komplex (Cheng et al., 
2001; Cherukuri et al., 2001b; Cherukuri et al., 2004). In diesem Komplex wirkt CD21 als 
alleiniges Rezeptormolekül von C3d und CD19 dient der Signalweiterleitung von CD21 
zur Zellaktivierung (Sato et al., 1997; Sato, 1999; Tedder et al., 2002). Die Funktion von 
CD81 ist bislang ungeklärt, allerdings kommt es nach genetischer Deletion zu einem 
verringerten Membrantransport von CD19 an die Oberfläche der B-Zellen (Fearon & 
Carroll, 2000; Levy et al., 1998). Neuere Studien gehen davon aus, dass die 
Signaltransduktion von C3d nicht allein über CD19 läuft, sondern auch der 
zytoplasmatische Anteil von CD21 daran beteiligt ist (Barrault & Knight, 2004). In der 
Literatur gibt es ferner Hinweise darauf, dass C3d auch über einen CD21-unabhängigen 
Weg wirken kann (Haas et al., 2004).  
Die gleichzeitige und ortsnahe Bindung von BCR und Komplementrezeptor CD21 
verstärkt die Aktivierung der Signalkaskade und senkt den Signalschwellenwert für 
ankommende Signale des BCR. Somit ist eine geringere Antigenmenge für die 
Zellaktivierung notwendig. Infolge der Kreuzvernetzung kommt es normalerweise zu einer 
verstärkten Ausbildung von Keimzentren, die den intensiven Austausch von B- und 
T-Zellen fördern, und zur B-Zell-Proliferation (Carter et al., 1988; Lyubchenko et al., 2005; 
Mongini et al., 1997; Morgan et al., 2005). Zudem werden inhibitorische Signale 
verringert, die Apoptose gehemmt und sogar anerge B-Zellen reaktiviert (Barrington et al., 
2005; Holers, 2005; Kozono et al., 1995; Lyubchenko et al., 2007; Mongini et al., 2003; 
Tedder et al., 2002). Je nach Stärke der ankommenden Signale und des jeweiligen 
Antigens kann die Quervernetzung aber auch zur Anergie der B-Zelle oder zu einer 
Autoimmunantwort führen (Rickert, 2005; Tsubata, 1999). In Abbildung A.1 sind die 
verschiedenen Wirkungen der Signalweiterleitung dargestellt.  
Im Zuge der Aktivierung kommt es zu einer erhöhten Präsentation der kostimulatorischen 
Rezeptoren CD80 und CD86 sowie MHC II-Molekülen (Kozono et al., 1998; Mongini et al., 
2002). Die Bindung von Antigen-C3d-Komplexen an spezifische B-Zellen erhöht zudem 
sowohl die Ig-Synthese (Thornton et al., 1996), als auch die IL-6 Produktion (D'Addario et 
al., 2000; Tanner et al., 1996). In den letzten Jahren wurde die Genexpression von reifen 
B-Zellen nach der Aktivierung genau erforscht und aufgeschlüsselt. Die folgenden Artikel 
bieten einen guten Überblick über die Veränderung der Genexpression nach der 
Aktivierung: (Glynne, 2000; Lee et al., 2006).  
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Abbildung A.1: Struktur und Wirkung des BCR-Komplexes. Illustration der Bindung eines C3d-
opsonisierten Antigens an BCR und CD21. Durch die Kreuzvernetzung kommt es zu einer verstärkten 
Signalweiterleitung und führt zu einer gesteigerten Antwort in der B-Zelle. Nach (Morgan et al., 2005)  
Die Antigenaufnahme, -prozessierung und -präsentation zur Aktivierung von T-Zellen wird 
ebenfalls durch BCR-Quervernetzung sowie -Signaltransduktion reguliert (Lankar et al., 
2002; Siemasko et al., 1998; Xu et al., 1996). Die Antigenaufnahme und -präsentation 
hängt dabei von der Affinität des Antigens an den BCR und von beteiligten Korezeptoren 
ab (Aluvihare et al., 1997; Batista & Neuberger, 1998). Die zusätzliche Bindung von C3d 
an CD21 erhöht die Antigenaufnahme (Barrault & Knight, 2004; Boackle et al., 1997; 
Boackle et al., 1998) und verbessert die Antigenpräsentation durch selektives Schleusen 
zu den MHC II-Molekülen (Hess et al., 2000; Prechl et al., 2002; Thornton et al., 1994). In 
einer Studie wurde allerdings festgestellt, dass die CD21-BCR-Kreuzvernetzung keine 
Internalisierung bewirkt, sondern nur eine verstärkte und verlängerte Signaltransduktion 
zur Folge hat (Cherukuri et al., 2001b).  
A.2.1.2 Effekt der Bindung C3d-bedeckter Antigene an follikuläre dendritische Zellen  
C3d-konjugierte Antigene können nicht nur an CD21 auf der Oberfläche von B-Zellen 
binden, sondern auch an CD21 auf follikulären dendritischen Zellen (FDC). FDC sind in 
den Keimzentren der Lymphknoten lokalisiert und haben eine wichtige Funktion bei der 
Antigenpräsentation, die nicht über MHC I oder II vermittelt wird, sondern über den 
Fc-Rezeptor γII oder den Komplementrezeptor CD21 (Park & Choi, 2005; Reynes et al., 
1985). Diese Rezeptoren binden und sammeln Ig- oder C3d-opsonisierte Antigene und 
können intaktes unprozessiertes Antigen auf ihrer Oberfläche zurückhalten (Qin et al., 
1998; Roozendaal & Carroll, 2007; Yoshida et al., 1993). Die daraus resultierende 
wiederholte Stimulation antigenspezifischer B-Zellen nach einer überstandenen Infektion 
schützt diese vor Apoptose (Lindhout et al., 1993; Mongini et al., 2003; Schwarz et al., 
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1999), begünstigt den Isotypwechsel (Qin et al., 1998) und die somatische Hypermutation 
(Chen et al., 2000) und fördert schließlich die Reifung zu langlebigen B-Gedächtniszellen, 
die hochaffine Immunglobuline exprimieren (Aydar et al., 2005; Fearon & Carroll, 2000; 
Nielsen et al., 2000; Nielsen & Leslie, 2002; Zinkernagel, 2002). Murine FDC können 
Antigen für bis zu drei Monate (Mandel et al., 1981), humane FDC für Jahre zurückhalten 
und damit B-Zellen stimulieren (Hlavacek et al., 2002). Für effiziente B-Zell-Antworten 
sind die Komplementrezeptoren auf den FDC nötig (Ahearn et al., 1996; Molina et al., 
1996), obwohl diese Rezeptoren auch auf B-Zellen exprimiert werden (Fang et al., 1998).  
FDC sind folglich bei der Induktion sekundärer IgG-Antworten stark beteiligt. Einerseits 
sind sie die Quelle des Antigens, andererseits stellen sie die antigenunabhängige 
stimulatorische Aktivität bereit (Wu et al., 1996), die sicherstellt, dass B-Zellen während 
ihrer Entwicklung und später Überlebenssignale erhalten. Die von B-Zellen sezernierten 
Zytokine TNFα/β sichern im Gegenzug das Überleben der FDC (Mackay & Browning, 
1998). C3d-bedeckte Mikroorganismen können so durch die Interaktion mit CD21 bei der 
Antigenpräsentation wie auch bei der Erhaltung des immunologischen Gedächtnisses 
unterstützend wirken (siehe Abbildung A.2). Zusätzlich können an CD21 gebundene 
Immunkomplexe die Signalweiterleitung vereinfachen, die für das Überleben reifer 
B-Zellen und für die Selektion hochaffiner B-Zellen nötig sind (Fang et al., 1998; Fischer 
et al., 1998; Holers & Kulik, 2007; Lyubchenko et al., 2005; Nielsen et al., 2000; Qin et al., 
1998).  
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Abbildung A.2: Interaktion C3d-gekoppelter Antigene mit CD21 auf der Oberfläche von FDC und 
B-Zellen. C3d-gekoppelte Antigene aktivieren naive B-Zellen durch Kreuzvernetzung von BCR und 
Korezeptor CD21, die mittels T-Zell-Hilfe zu Plasmazellen heranreifen oder die Bildung von Keimzentren (GC) 
initiieren. CD21-Rezeptoren auf FDC halten C3d-opsonisierte Antigene zurück und stimulieren wiederholt 
B-Zellen, die schließlich hochaffine spezifische Antikörper ausbilden oder zu langlebigen Gedächtniszellen 
heranreifen. (Carroll, 2004). 
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A.2.1.3 Andere Wirkmöglichkeiten C3d-bedeckter Antigene  
Obwohl die Mehrheit der T-Zellen kein CD21 auf der Oberfläche tragen, gibt es eine 
Untergruppe von T-Zellen des TH1-Typs, die den C3d-Rezeptor exprimieren (Fischer et 
al., 1991; Fischer et al., 1999; Tsoukas & Lambris, 1988). In mehreren Studien wurde 
bestätigt, dass C3d-Proteine so nicht nur die humorale, sondern auch die zelluläre 
Immunantwort verändern können (Cutler et al., 1998; Kaya et al., 2001). Fusion von C3d 
kann so die Ausrichtung der T-Zellantwort zu einem TH1-Phänotyp (Bergmann-Leitner et 
al., 2005) aber auch zu einem TH2-Typ (Bower et al., 2005; Tong et al., 2006) verlagern. 
Neben der Bindung an CD21 auf FDC, B- und T-Zellen kann die Fusion von C3d auch zu 
einer Erhöhung der Antigenstabilität beitragen, die unabhängig von der Bindung an den 
Komplementrezeptor CD21 zu einer verstärkten Immunstimulation führt (Haas et al., 
2004).  
A.2.2 C3d als natürliches Adjuvans 
Nachdem die Koligation von IgM oder IgG und CD21 zu einer intensiveren B-Zell-
Aktivierung und Antigenpräsentation sowie zu einer erhöhten Antikörperproduktion führt, 
wurde vermutet, dass C3d als molekulares Adjuvans genutzt werden kann. 
Dempsey et al. zeigten erstmals, dass die Fusion von Hen egg lysozyme (HEL) mit drei 
Kopien von murinem C3d die sekundären Immunantworten 1.000-10.000 fach verstärkt 
(Dempsey et al., 1996). Ähnliche Ergebnisse wurden nach C3d-Fusion an virale, 
bakterielle, parasitäre und zelluläre (Selbst-) Antigene erreicht. Dabei kamen 
verschiedenste Konjugationsmechanismen zum Einsatz: Genfusionen, die Antigen-C3d 
Proteine produzieren (Bower et al., 2005; Green et al., 2003; Ross et al., 2000), kovalente 
Konjugation (Test et al., 2001) und Biotinylation von C3d (Del Nagro et al., 2005; Haas et 
al., 2004; Henson et al., 2001). Grundsätzlich wurde festgestellt, dass drei C3d-Proteine 
die beste Adjuvanswirkung zeigen und eine Reduzierung auf ein oder zwei C3d-Proteine 
einen inhibitorischen Effekt bewirkt (Suradhat et al., 2001; Toapanta & Ross, 2006; Tolnay 
& Tsokos, 1998). In der Literatur gibt es Hinweise darauf, dass auch die Kopplung an C3b 
immunstimulatorisch wirken kann (Devaux et al., 2004; Villiers et al., 1999; Villiers et al., 
2003). 
Für die Untersuchung der Adjuvanswirkung von C3d in Vakzinen wurden verschiedene 
Antigene aus infektiösen Mikroorganismen verwendet. Nach Konjugation von 
Gensequenzen des löslichen Hämagglutinins (sHA) eines Influenzavirus an drei murine 
C3d-Kassetten (mC3d3) und nachfolgender DNA-Immunisierung von Mäusen wurde 
festgestellt, dass die Höhe der induzierten anti-HA Antikörpertiter denen ähnlich waren, 
die durch das immunogenere transmembrane HA (tmHA) ausgelöst wurden. Allerdings 
wurde nur bei der Immunisierung der mC3d3-fusionierten Konstrukte eine verbesserte 
Antikörperaviditätsreifung und eine verstärkte Hämagglutinininhibition ermittelt, 
korrelierend mit einer erhöhten IL-4 Produktion und einer schnelleren protektiven 
Immunantwort nach einem tödlichen Viruschallenge (Mitchell et al., 2003; Ross et al., 
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2000). In einer anderen Studie von Watanabe et al. wurden Proteinimmunisierungen 
intranasal mit tmHA, sHA oder sHA-mC3d3 in Mäusen durchgeführt. Als Adjuvans wurde 
eine Untereinheit des Choleratoxins B (CTB) und eine geringe Menge des Holotoxins 
(CTB-H) verwendet. Alle Immunisierungen mit den Adjuvantien CTB und CTB-H lösten 
IgA- und IgG-Antikörper gegen HA aus, die vor einer tödlichen Virusmenge schützten. 
Ohne diese Adjuvantien waren nur Tiere geschützt, die mit mC3d3-konjugiertem Antigen 
immunisiert waren (Watanabe et al., 2003). Die Vakzinierung mit anderen C3d-
gekoppelten Hämagglutininen, u.a. der löslichen Form des Masernhämagglutinins, 
bestätigte die erhöhten Antikörpertiter und die beschleunigte Bildung neutralisierender 
Antikörper im Vergleich zu Konstrukten ohne mC3d3 (Green et al., 2001).  
T-Zell unabhängige (TI) Antigene, z.B. das Kapselpolysaccharid des Serotyps 14 von 
Streptococcus pneumoniae (PPS14), induzierte signifikant erhöhte anti-PPS-
Konzentrationen nach mC3d-Fusion im Vergleich zu nativem PPS14 oder PPS14-Glycin-
Konjugaten (Mitsuyoshi et al., 2005; Test et al., 2001). In diesen Studien wurde 
festgestellt, dass die Interaktion mit CD21 zwar zu einer Verstärkung der primären 
Immunantwort führt, es aber nach der zweiten Immunisierung mit PPS14-mC3d3 zu einer 
Verminderung der Gedächtnisantwort kommt. In einer weiteren Untersuchung mit PPS14-
mC3d3 und PPS14-OVA wurde die Qualität der induzierten Antikörper überprüft und 
festgestellt, dass die mit OVA-Konjugation ausgelösten Antikörper eine stärkere Avidität 
und eine effektivere Opsonisierung aufwiesen als die an C3d gekoppelten Varianten (Hu 
& Test, 2004). Bei TI- Antigenen scheint folglich die Fusion von C3d weniger effektiv zu 
sein als bei T-Zell abhängigen Trägerproteinen. Diese Beurteilung kann sich aber 
durchaus wieder ändern, denn bei Untersuchungen des tumorassoziierten Antigens hCGβ 
(human chorionic gonadotropin β) konnte in früheren Studien eine verbesserte 
Immunantwort nach mC3d3-Fusion festgestellt werden (Wang et al., 2004c; Wang et al., 
2006d), die allerdings in einer nachfolgenden Arbeit widerlegt wurde (Guan et al., 2007). 
In einer kürzlich veröffentlichten Studie wurde das Selbstantigen Kollagen-Typ II (CII) an 
mC3d3 konjugiert und im Mausmodell untersucht, um zu sehen, ob damit eine 
Kollagen-induzierte Arthritis ausgelöst wird. Alle Mäuse, die mit CII-mC3d3 vakziniert 
wurden entwickelten Rheumatoide Arthritis. Tiere, die mit CII und Complete Freund´s 
Adjuvans (CFA) immunisiert wurden, entwickelten hingegen keine Arthritis (Del Nagro et 
al., 2005). Diese Studie zeigt, dass C3d pathogene Autoantikörper auslösen kann, und 
folglich bei B-Zell-abhängigen Autoimmunerkrankungen eine größere Rolle spielt. Dies 
bedeutet aber auch, dass C3d die natürliche Toleranz gegenüber Selbstproteinen 
überwinden kann und für die Induktion von Immunantworten gegen Tumorantigene als 
Immunisierungsadjuvans genutzt werden kann. 
Inzwischen wird die Adjuvanswirkung von C3d auch für veterinärmedizinische Impfungen 
verwendet. Das Bovine Diarrhoe Virus Typ II (BVDV) ist weltweit für hohe Mortalitätsraten 
in Rinderbeständen verantwortlich. Das E2-Glykoprotein von BVDV ist ein wichtiges Ziel 
für neutralisierende Antikörper bei infizierten Tieren. Die Untersuchung von Wang et al. 
zeigte, dass sich gereinigte E2-Proteine, die an murines oder bovines C3d3 fusioniert 
waren, 10.000 fach immunogener erwiesen als E2-Protein alleine und die dabei 
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gebildeten anti-E2-Antikörper die Virusinfektion neutralisieren konnten (Wang et al., 
2004a; Wang et al., 2005a). Ähnliche Resultate wurden bei Konjugation des VP1-Proteins 
des Maul-und Klauenseuchevirus an C3d3 erreicht. Die Bindung von VP1 an C3d3 oder an 
eine CD21-bindende C3d-Domäne führte zur Bildung neutralisierender Antikörper, die 
85% der Tiere vor der Infektion schützten (Fan et al., 2007). 
Eine große Schwierigkeit bei der Induktion von HIV-1-spezifischen Antikörpern ist die 
lange Reifungszeit von Hüllproteinspezifischen Antikörpern, die zu einer verzögerten 
Immunantwort führt (Cole et al., 1998). Der Einsatz von C3d wäre folglich ein Vorteil bei 
Impfungen gegen HIV-1, da auf diese Weise schnell hochtitrige und kreuzreagierende 
Antikörper gegen Env generiert werden könnten. DNA-Plasmide, die das HIV-1 
Hüllprotein (Env)-gp120-Gen mit zwei oder drei murinen C3d-Kassetten kodieren, sind 
bereits in mehreren Studien für die Immunisierung von Mäusen verwendet worden (Green 
et al., 2003; Koch et al., 2005; Ross et al., 2001). Vakzinierungen mit diesen DNA-
Plasmiden zeigten, dass C3d nicht nur die sekundären humoralen Immunantworten (IgG) 
verstärkt, sondern auch die Reifung der Antikörperaviditäten verbessert. Auch die 
Neutralisation gegenüber HIV-1 und die B-Zell-Stimulation wurden erhöht (Bower et al., 
2004a; Green et al., 2003; Toapanta & Ross, 2004). Dabei erwiesen sich drei 
C3d-Kassetten an eine lösliche trimere Form von HIV-1 Env gekoppelt stets effektiver bei 
der Induktion neutralisierender Antikörper gegen Primärisolate von HIV-1, als Plasmide, 
die Env-Glykoproteine ohne C3d enthielten (Bower et al., 2004b).  
Generell lässt sich sagen, dass C3d eine hochspezifische Immunantwort auf das daran 
konjugierte Antigen hervorruft (Lou & Kohler, 1998) und somit für die Verbesserung der 
Immunreaktion von schwach immunogenen Antigenen bestens geeignet ist (Ross et al., 
2000).  
A.2.3 Die Komplexität der C3d-CD21 Interaktion und ihre Relevanz für den 
Adjuvanseffekt in vivo 
Die Verstärkung der Immunantwort durch C3d kommt durch die Bindung und die nach-
folgende Signaltransduktion von CD21 auf der Oberfläche der B-Zellen zustande. Einige 
Aspekte dieser Interaktion sind allerdings noch unklar. Studien mit synthetischen Peptiden 
ergaben, dass sich die minimale CD21-Bindungsregion von C3d zwischen den Amino-
säuren (aa) 1199 und 1210 (Nummerierung des reifen C3) befindet (Lambris et al., 1985). 
Ein synthetisches Peptid das diese Region beinhaltet (P28) kann sowohl CD21 binden, 
als auch B-Zellen stimulieren (Esparza et al., 1991; Frade et al., 1992; Sarrias et al., 
2001). Nach Fusion von vier P28-Peptiden an das PreS2/S-Antigen des Hepatitis B Virus 
konnten erhöhte Titer und die Reifung von hochaviden Antikörpern festgestellt werden 
(Wang et al., 2004b). Allerdings zeigt die Studie von Diefenbach et al., dass extensive 
Mutagenese des Segments 1199-1210 von humanem C3 nur zu einer 20%igen Reduktion 
der Bindung von iC3b und C3d an CD21 führt (Diefenbach & Isenman, 1995). Aufgrund 
von Röntgenstrukturanalysen wurde daraufhin eine negativ geladene Tasche im C3d-
Molekül als Bindungsstelle von CD21 vermutet (Nagar et al., 1998). Dies bestätigte sich 
nach dem Austausch von negativ geladenen Aminosäuren, der zur Inhibition der 
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Interaktion mit CD21 führt (Clemenza & Isenman, 2000). Aus verschiedenen Studien 
ergibt sich, dass die Bindung von C3d an CD21 hauptsächlich am short consensus repeat 
(SCR) 2 des aus 15-16 SCR aufgebauten Rezeptors stattfindet (Kalli et al., 1991; 
Prodinger et al., 1998; Prota et al., 2002), allerdings stören Mutationen in SCR1 die 
Interaktion sehr (Hannan et al., 2005). Die Untersuchung der Bindungskinetiken von iC3b, 
C3d und P28 an CD21 mit Surface plasmon resonance (SPR) ergab, dass weitere 
Regionen von CD21 an der Interaktion beteiligt sind (Sarrias et al., 2001). Bei Vergleich 
von SCR1-SCR2 und SCR1-SCR15 in SPR-Studien zeigte sich, dass die Bindungs-
affinität zwar gleich hoch war, aber die Assoziations- und Dissoziationsraten von SCR1-15 
ungefähr zehnfach niedriger waren als die von SCR1-2 (Guthridge et al., 2001; Hannan et 
al., 2002). Die Aufklärung der Kristallstruktur von SCR1-2 im Komplex mit C3d offenbarte 
weitere Rezeptorkontaktstellen auf C3d. Damit wurde die Hypothese widerlegt, dass die 
negativ geladene Tasche die einzige Bindungsregion von C3d darstellt. Desweiteren 
wurde die Bildung eines CD21-CD21-Dimers durch Interaktion der SCR1-Domänen 
vermutet (Hannan et al., 2002; Szakonyi et al., 2001). In neueren Analysen stellte sich 
allerdings heraus, dass CD21 sowohl im freien als auch im gebundenen Zustand (an C3d) 
als Monomer vorliegt (Gilbert et al., 2005; Hannan et al., 2005). Die Röntgenkristall-
strukturanalyse des gesamten CD21-Rezeptors von Gilbert et al. legt zudem den Schluss 
nahe, dass die große Flexibilität des CD21-Moleküls es zulässt, größere C3d-gekoppelte 
Antigenkomplexe zu binden (Gilbert et al., 2006). Ein Modell, das auf dem theoretischen 
elektrostatischen Potential und Kalkulationen der Assoziationskonstanten beruht, versucht 
die widersprüchlichen Ergebnisse zu interpretieren und kommt zu dem Schluss, dass die 
Assoziation von C3d mit CD21 hauptsächlich elektrostatisch sei. Dieses Modell geht 
davon aus, dass die Erkennung und Bindung der beiden Moleküle aufgrund der 
Anziehung von Ladungen erfolgt und Van-der-Waals-Kräfte und Wasserstoff (H)-Brücken 
für die Bindung verantwortlich sind (Morikis & Lambris, 2004). Bei den Berechnungen 
wurde das gesamte Molekül miteinbezogen, und nicht ausschließlich die Bindungsstellen 
an SCR1-2, wie in den vorigen Studien. Veränderungen von geladenen Aminosäuren in 
C3d können daher aufgrund neuer Assoziationsstellen durchaus einen Einfluss auf die 
Bindung an CD21 haben (Morikis & Lambris, 2004). Kürzlich veröffentlichte Modell-
berechnungen bestätigen die Bedeutung elektrostatischer Interaktionen bei der Bindung 
von C3d an CD21 (Zhang et al., 2007a). Eine Möglichkeit der CD21-C3d-Interaktion ist in 
Abbildung A.3 dargestellt. 
Doch trotz der Informationen aus den Röntgenstrukturanalysen, Mutationsanalysen und 
theoretischen Modellen konnte bisher nicht vollständig geklärt werden, wie die Interaktion 
von C3d und CD21 genau abläuft und welche Konsequenzen dies für in vivo-Modelle hat.  
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Abbildung A.3: Detaillierte Struktur der CD21-C3d Interaktion. Gezeigt sind nur die Wechselwirkungen 
zwischen SCR2 und C3d. Aminosäurereste, die mit Sauerstoff-(rot) oder Stickstoff-(blau) Atomen der Seiten- 
oder Hauptketten bei der Ausbildung der Wasserstoffbrücken (schwarze Linien) untereinander oder über 
Wassermoleküle (lila) beteiligt sind, wurden gekennzeichnet. Nach (Hannan et al., 2005) 
A.2.4 C3d und die Beeinträchtigung der Immunantwort 
Im Gegensatz zu den vorher erwähnten Studien, die eine Verbesserung der 
Immunantwort nach Fusion von C3d zeigen (A.2.2), weisen andere Befunde darauf hin, 
dass C3d als Immunsuppressor wirken kann. Überblick in (Bennett & Leanderson, 2003). 
Die Antikörperbildung gegen das Diphterietoxin B (DT) (Lee et al., 2005), das humane 
chorionische Gonadotropin (hCGβ) (Guan et al., 2007; Terrazzini et al., 2004), das bovine 
Rotavirus VP7, das bovine Herpes-Virus Typ 1 Glykoprotein D (Suradhat et al., 2001) und 
das Zirkumsporozoitenprotein des Malariaerregers (CSP) (Bergmann-Leitner et al., 2005) 
wurde nach Konjugation an C3d gehemmt. Sowohl die Dosis als auch die immunogenen 
Eigenschaften der Antigene spielen eine wichtige Rolle bei der Verstärkung oder 
Hemmung der Immunantwort durch C3d. Niedrige Mengen von Antigen-C3d-Fusions-
proteinen verbessern die Immunantwort, hohe Dosen dagegen scheinen sie zu 
verschlechtern (Lee et al., 2005). Die individuellen Gegebenheiten der Antigene haben 
ebenfalls einen wichtigen Einfluss auf die Adjuvanswirkung von C3d. Die Fusion von C3d 
an CSP hemmt die Ausbildung von Antikörpern wahrscheinlich durch die Maskierung der 
immunogenen Epitope mit den C3d-Molekülen (Bergmann-Leitner et al., 2005). Bei hCGβ 
hingegen kommt es vermutlich nach Fusion von C3d3 zu einer verringerten Antigen-
präsentation, da hCGβ in Mäusen als Selbstantigen erkannt wird und zur Immuntoleranz 
führt (Guan et al., 2007). Der positive Effekt von C3d auf die Immunantwort scheint auch 
von der Antigenumgebung abzuhängen. Nach Verwendung von starken Protein-
adjuvantien wie z.B. Ribi bei der Immunisierung von C3d-gekoppelten Env-Protein-
varianten ließ sich kein synergistischer Effekt von mC3d3 feststellen (Koch et al., 2005). 
Für die Versuche in der vorliegenden Arbeit wurde ein HIV-1 Hüllprotein als Antigen 
gewählt, da die Fusion von C3d3 an gp120 bislang stets zur Verstärkung der 
Immunreaktion führte (Bower et al., 2004b; Bower et al., 2005; Green et al., 2003; Koch et 
al., 2005; Ross et al., 2001). 
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A.3 Das Humane Immundefizienzvirus (HIV-1) 
Im Jahr 1983 gelang es der Forschergruppe um Montagnier in Paris erstmals, den 
Erreger des Erworbenen Immunschwächesyndroms (acquired immune deficiency 
syndrome, AIDS), ein bis dato unbekanntes Retrovirus, zu isolieren (Barre-Sinoussi et al., 
1983). Kurz darauf entdeckte auch die Arbeitsgruppe um Gallo in den USA das Humane 
Immundefizienzvirus Typ 1 (HIV-1) (Gallo et al., 1984; Gelmann et al., 1984). Das 
verwandte Retrovirus HIV-2 wurde erst 1986 in Westafrika aus AIDS-Patienten isoliert 
(Clavel et al., 1986). Als Grundlage für die systematische Nomenklatur von HIV-1 und 
HIV-2 dient die Sequenzanalyse des env-Gens, welches für das virale Hüllprotein kodiert. 
HIV-1 wird infolgedessen in die Gruppen M (main), O (outlier) und N (non-main, non-
outlier) unterschieden. Die Gruppe M, deren Isolate die globale Epidemie dominieren, wird 
nochmals in die Subtypen (clades) A bis K unterteilt. In Europa und den USA ist Subtyp B 
prävalent, während Subtyp E in Afrika und Subtyp C auf dem indischen Subkontinent 
überwiegt. HIV-2 ist in Westafrika endemisch und wird in die fünf Subtypen A bis E 
unterteilt (Myers et al., 1994). Zu Beginn der neunziger Jahre wurden erstmals Varianten 
von HIV-1 isoliert, deren Genom aus Teilen mehrerer Subtypen zusammengesetzt ist, bei 
denen es sich also um rekombinante Formen der zuvor definierten Subtypen handelt 
(Negroni & Buc, 2000). 
Das HI-Virus infiziert hauptsächlich CD4+-T-Zellen, die als zentrale Schaltstelle die 
Immunantwort regulieren (siehe A.1). Die virusbedingte Abnahme der CD4+-T-Zellen führt 
nach zehn bis fünfzehn Jahren zu einer Schwächung des Immunsystems, aufgrund der 
schließlich opportunistische Infektionen auftreten, die bei schlechter medizinischer 
Versorgung schnell zum Tod führen (Dal Maso et al., 2001). Inzwischen hat sich AIDS zu 
einer weltweiten Pandemie entwickelt und führt vor allem in Entwicklungsländern zu einer 
hohen Mortalitätsrate (Piot et al., 2001). Das HI-Virus wird hauptsächlich durch 
Geschlechtsverkehr sowie durch Blut und Blutprodukte übertragen. Im Moment sind 
weltweit über 40 Millionen Menschen mit HIV-1 infiziert und. pro Jahr kommt es zu 
ca. 4,3 Millionen Neuinfektionen (WHO-Bericht, 2006). Die Entwicklung eines Impfstoffs, 
der zu einer starken humoralen und zellulären Immunantwort gegen unterschiedliche 
Subtypen von HIV-1 führt, ist daher ein wichtiges Anliegen der virologischen Forschung. 
A.3.1 Aufbau von HIV-1 
Der grundsätzliche sphärische Aufbau der Immundefizienzviren aus Membranhülle, 
äußerer Proteinhülle, Capsidproteinhülle und RNA/ Enzymkomplex entspricht dem aller 
Retroviren (siehe Abbildung A.4A). Reife HIV-1 Virionen haben einen Durchmesser von 
100-120 nm und sind von einer Lipiddoppelschicht umhüllt, die sich von der Wirtszell-
membran ableitet. In die Virushülle sind virale Glykoproteine eingelagert, die aus drei 
externen (gp120) und drei transmembranen (gp41) Proteinen bestehen. Durch die 
Bindung von gp120 an die Rezeptoren der Wirtszelle kommt es zu einer Konformations-
änderung von Env, wodurch der N-terminale Teil des Transmembranproteins gp41 
Einleitung  20 
 
exponiert und die Fusion der viralen Lipiddoppelschicht mit der Wirtszellmembran 
vermittelt wird (Eckert & Kim, 2001; Freed & Martin, 1995; Gallo et al., 2003; Roux & 
Taylor, 2007; Wyatt & Sodroski, 1998). Im Inneren der mit Matrixproteinen ausgekleideten 
Membran befindet sich das Capsid, welches zwei identische, ca. 9,2 kb große 
einzelsträngige RNA-Moleküle enthält, die mit Nucleoproteinen komplexiert sind. Wie 
eukaryontische mRNA tragen sie am 5´-Ende eine 7-Methylguanin-Kappe und am 
3´-Ende eine Polyadenylierung. Neben den genomischen RNA-Molekülen befinden sich 
die viralen enzymatischen (RT, IN, PR) und akzessorischen (Vif, Vpr, Vpu, Nef) Proteine 
sowie einige Wirtszellfaktoren im Capsid (Coffin, 1997; Hirsch MS, 1990; Modrow, 1997) 
(siehe Abbildung A.4A). 
Die RNA enthält die drei Genbereiche gag (group-specific antigens), pol (polymerase) und 
env (envelope). Dabei kodiert der gag-Bereich für die Matrix-, Capsid- und Nukleocapsid-
proteine, pol enthält die Gene für Reverse Transkriptase, Integrase und Protease, und 
aus den env-Genen entstehen die viralen Hüllproteine (siehe Abbildung A.4B). Zudem 
kodiert das HIV-1 Genom für weitere Gene, die regulatorischen Einfluss auf die 
Virusreplikation nehmen (Vif, Vpu, Vpr, Nef) (Cullen & Garrett, 1992). Die flankierenden 
repetitiven Sequenzen der viralen DNA nach der reversen Transkription (long terminal 
repeats; LTR) sind für die Integration ins Wirtszellgenom essentiell und enthalten den 
viralen Promotor, der die Transkription der viralen Gene kontrolliert.  
Env             
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Gag 
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Abbildung A.4: Aufbau eines reifen HIV-1 Viruspartikels und die provirale Genomorganisation. 
(A) Schematische Darstellung eines reifen HI-Virions. Gag und Env sind die wichtigsten Strukturproteine 
für die Ausbildung der sphärischen Morphologie. Die Gag-Genprodukte beinhalten das Capsid- (CA), das 
Matrix- (MA) und das Nucleocapsidprotein (NC). Die Env-Glykoproteine sind eingefügt in die 
Lipiddoppelschicht, die von der Wirtszelle bei der Abknospung des Virus mitgenommen wurde. Ferner enthält 
das reife Virion drei enzymatische (RT, PR, IN) und vier akzessorische (Vpu, Vpr, Vif, Nef) Proteine. Das 
einzelsträngige RNA-Genom liegt in zwei Kopien im reifen Viruspartikel vor. (B) Schematische Darstellung 
der HIV-1 Genomorganisation. Das Provirusgenom ist ca. 9,2 kb lang und wird von zwei langen repetitiven 
Sequenzen (long terminal repeats, LTR) flankiert. Nach Initiation der Transkription am 5´LTR-Promotor 
werden insgesamt 15 verschiedene Genprodukte exprimiert. Nach (Sierra et al., 2005). 
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A.3.2 Replikation von HIV-1 
Nach der Anheftung des Virus an die Rezeptoren der Wirtszelle kommt es zur Fusion und 
schließlich zum Uncoating, wobei der Nukleoproteinkomplex (core) in das Zytoplasma 
entlassen wird. Daraufhin wird die vom Virus mitgebrachte RNA von der viruseigenen 
Reversen Transkriptase (RT) in DNA umgeschrieben. Diese reverse Transkription ist sehr 
fehlerbehaftet, da kein „proof reading“ erfolgt und trägt somit zur Variabilität von HIV bei 
(Preston et al., 1988). Nach dem Transport in den Zellkern wird die virale DNA in das 
Wirtszellgenom integriert und mittels zellulärer Enzyme und Faktoren transkribiert. In der 
frühen Phase der Replikation werden ausschließlich mehrfach gespleißte mRNA 
produziert, ins Zytoplasma transportiert und die regulatorischen Proteine Tat, Rev und Nef 
exprimiert. Sobald Rev in ausreichender Menge vorliegt, werden einfach- oder 
ungespleißte mRNA generiert und ins Zytoplasma transportiert, um dort die restlichen 
Virusproteine und die genomische RNA zu produzieren (Pollard & Malim, 1998). Rev 
bindet an die RNA-Sekundärstruktur RRE (rev responsive element) von einfach- und 
ungespleißten mRNA, schützt diese so vor vorzeitigem Abbau und vereinfacht den 
Transport der mRNA durch die Kernmembran ins Zytoplasma, wo sie translatiert werden 
können (Battiste et al., 1996). Ferner enthält Rev eine Kernlokalisationssequenz, mit der 
das Protein wieder in den Zellkern transportiert wird und beeinflusst so als 
„shuttle“-Protein die zeitliche Regulation der viralen Transkription (Greene & Peterlin, 
2002).  
Die Gag- und Gag-Pol-Polyproteine werden in der späteren Phase der HIV-1-Replikation 
von ungespleißter Rev-abhängiger mRNA translatiert. Der Gag-Polyproteinvorläufer 
(Pr55Gag) wird während der Virusreifung zu vier Strukturproteinen (p17(MA), p24(CA), 
p7(NC), p6) prozessiert, die nach Umlagerung die reife Virusgestalt bilden. Die 
translatierten Gag- und Gag-Pol-Polyproteine lagern sich an die Zellmembran an und 
beginnen mit dem Zusammenbau der Virionen (assembly) (Briggs et al., 2003; Derdowski 
et al., 2004; Finzi et al., 2007; Perlman & Resh, 2006), die schließlich durch die 
Plasmamembran knospen (budding) (Freed & Mouland, 2006; Freed, 2002; Gould et al., 
2003; Morita & Sundquist, 2004). 
Die einfach gespleißte mRNA des env-Gens wird in einem späten Stadium der viralen 
Replikation synthetisiert und ist aufgrund negativer Sequenzelemente Rev-abhängig. Die 
Prozessierung von Env geschieht auf dessen sekretorischem Weg zur Zelloberfläche. 
Während des Transfers in das endoplasmatische Retikulum (ER) wird das für die 
Ausschleusung des Proteins notwendige Signalpeptid entfernt und Oligosaccharidketten - 
vor allem Mannosereste - angehängt. Im Golgi-Apparat werden die Mannoseeinheiten 
getrimmt und andere Zuckerreste wie Fucose, Galaktose und N-Acetylglucosamin 
angehängt, so dass das virale Glykoprotein sowohl komplexe als auch hybride 
Karbohydratseitenketten aufweist (Scanlan et al., 2007). Das Vorläuferprotein Envgp160 
wird im TGN-Kompartiment (trans-golgi network) durch die zellulären Proteasen Furin and 
PC7 in die Oberflächenkomponente gp120 und das Transmembranprotein gp41 
prozessiert (Decroly et al., 1994; Gu et al., 1995; Moulard et al., 1999; Wouters et al., 
1999). Anschließend binden gp120 und gp41 nicht-kovalent aneinander und bilden ein 
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Heterodimer aus. Diese Heterodimere lagern sich zu trimeren Komplexen auf der 
Zellmembran Env-exprimierender Zellen zusammen, wobei die Multimerisierung über die 
gp41-Transmembranuntereinheit erfolgt (Burton, 2006; Roux & Taylor, 2007; Zhu et al., 
2006). Der Transport des Env-Proteins über den sekretorischen Weg ist ineffizient, so 
dass nur 5–15% der Proteine an die Zelloberfläche gelangen (Willey et al., 1988). Limitiert 
wird der Transport sowohl durch die Effizienz der Signalpeptidprozessierung (Li et al., 
2000; Li et al., 1996), als auch durch die Glykosylierung und durch die korrekte Faltung 
und Oligomerisierung im ER (Earl et al., 1991; Fenouillet & Jones, 1995; Land & 
Braakman, 2001; Otteken et al., 1996). Neben der Glykosylierung kann das Env-Protein 
auch sulfatiert (Bernstein & Compans, 1992) und palmityliert werden (Yang et al., 1995). 
Der lange zytoplasmatische Anteil der Transmembranuntereinheit bindet im Viruspartikel 
an das Gag-Protein. Er beeinflusst neben Partikelbildung und Infektiosität die 
Knospungsseite („budding“) in polarisierten Zellen und die Oberflächenexpression (Freed 
& Martin, 1996; Lambele et al., 2007; Lodge et al., 1994; Lodge et al., 1997; Murakami & 
Freed, 2000; Salzwedel et al., 1998). Neueste Studien zeigen, dass die Deletion dieser 
zytoplasmatischen Domäne sowohl den Proteintransport als auch die Prozessierung von 
Env steigert (Devitt et al., 2007; Holtkotte et al., 2006). Eine Übersicht über die 
Replikationsereignisse von HIV-1 gibt nachfolgende Literatur (Freed & Mouland, 2006; 
Sierra et al., 2005). 
A.3.3 Glykoprotein Env als Antigen 
In vivo ist die HIV-1-Antikörperantwort gegen fast alle viralen Proteine gerichtet. 
Neutralisierende Antikörper sind allerdings ausschließlich gegen die viralen 
Env-Glykoproteine gerichtet, insbesondere gegen den externen Teil gp120 (Klasse, 2007; 
Pantophlet & Burton, 2006; Parren et al., 1997; Wyatt & Sodroski, 1998). Dieser ist durch 
das Env-Transmembranprotein gp41 in der Virushülle verankert (Roux & Taylor, 2007; 
Wyatt et al., 1998). Das Hüllprotein von HIV-1 ist das zwingende Ziel für neutralisierende 
Antikörper, da Env das einzige virale Protein auf der Oberfläche des Viruspartikels ist und 
zudem die Anheftung des Virus an die Zielzellen vermittelt. Env wurde daher bereits in 
vielen verschiedenen Vakzinestrategien verwendet. In früheren Studien mit Env-Immuni-
sierungen in Mäusen und Affen konnte festgestellt werden, dass neutralisierende 
Antikörper gebildet wurden (Haigwood et al., 1992; Hu et al., 1991) und sogar einige 
Schimpansen vor der Infektion mit HIV-1 geschützt waren (Berman et al., 1990; Bruck et 
al., 1994). Aufgrund dieser positiven Resultate wurde rekombinantes Envgp120 auf die 
Sicherheit und Immunogenität im Menschen getestet. Dabei wurden bei fast allen 
immunisierten Personen neutralisierende Antikörper entdeckt (Gorse et al., 1994; Kovacs 
et al., 1993). Nach weiteren Studien zeigte sich, dass die gebildeten Antikörper kurzlebig 
waren und nur bei wenigen Laborstämmen von HIV-1 neutralisierend wirkten (Mascola et 
al., 1996; Wrin et al., 1994). Zudem induzierte die Immunisierung mit Env-Untereinheiten 
auch nicht immer CTL-Antworten (Graham et al., 1996). Die Immunogenität von Env allein 
reicht meist nicht aus, da HIV-1 verschiedene Abwehrmechanismen besitzt, um der 
Antikörperantwort zu entgehen (Abbildung A.5). HIV-1-Env besteht größtenteils aus 
hochvariablen Regionen, die weiter innenliegende konservierten Bereiche vor dem Zugriff 
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von Antikörpern schützen (Chen et al., 2007; Kwong et al., 2000). Diese konservierten 
Domänen werden erst dann für Antikörper angreifbar, wenn durch die Anheftung an die 
Wirtszelle eine Konformationsänderung erfolgt (Ashish et al., 2006; Kwong et al., 2002; 
Myszka et al., 2000). Die starke und variable Glykosylierung von Env (50% des Moleküls) 
kann zudem Bereiche von Env maskieren, an die die neutralisierenden Antikörper binden 
(Dacheux et al., 2004; Manrique et al., 2007; Wei et al., 2003). Ferner führt die 
Präsentation nicht-funktioneller Env-Epitope auf den Virionen zur Bildung von Antikörpern, 
die HIV nicht neutralisieren können (Moore et al., 2006). 
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Abbildung A.5: Modell des HIV-1-Env-Proteins. Die Glykoproteine gp120 und gp41 verbinden sich zu 
einem trimeren Heterodimer auf der Oberfläche von HIV-1. (A) Atomstruktur von gp120. Auf der linken Seite 
ist die trimere Struktur auf der Oberfläche der Hüllmembran gezeigt, auf der rechten Seite das 
korrespondierende Monomer. Bei dieser Darstellung ist die virale Membran oberhalb der abgebildeten 
Modelle. Die innere Domäne ist schwarz, die äußere Domäne rot und die Bindedomäne violett dargestellt. Die 
Glykosylierung wurde blau und die voraussichtliche Position der variablen Domänen (loops) grün 
gekennzeichnet. Nach (Kwong et al., 2002). (B) HIV-1-Env-Proteinmodell mit Bereichen, die von 
neutralisierenden Antikörpern erkannt werden. Gezeigt ist der gesamte gp120/gp41-Trimerkomplex, dabei 
ist gp120 blau und gp41 grün dargestellt. Die Bindestellen der neutralisierenden Antikörper sind in 
verschiedenen Farben veranschaulicht: die gp41-spezifischen Antikörper 4E10 in gelb und 2F5 in rot, die 
gp120-spezifischen Antikörper, die gegen die V3-Domäne gerichtet sind (447-52D) in violett. Antikörper, die 
an die glykosylierten Bereiche binden (2G12) in grau, und Antikörper, die spezifisch für die CD4-Bindedomäne 
sind (b12, 17b, X5) in gelb beziehungsweise in rot. Nach (Burton et al., 2004). Übersicht Env-Struktur (Burton, 
2006; Moore et al., 2006; Roux & Taylor, 2007; Zhu et al., 2006). 
Verschiedene Ansätze in der Vakzineherstellung versuchen die native Form von Envgp160 
möglichst gut zu imitieren: durch Stabilisierung von gp120/gp41-Untereinheiten (Binley et 
al., 2000; Chakrabarti et al., 2002), rekombinanten gp140- und gp160-Oligomeren (Derby 
et al., 2006; Earl et al., 2001; Staropoli et al., 2000; VanCott et al., 1995; Zhang et al., 
2001) und trimerem Env (Beddows et al., 2007; Farzan et al., 1998; Grundner et al., 2005; 
Kim et al., 2005). Die gängigste Methode zur Verbesserung der Immunogenität ist die 
Simulation der nativen oligomeren Form mit der Env-Variante gp140, deren 
zytoplasmatischer Anteil direkt vor der Transmembrandomäne deletiert ist (Chakrabarti et 
al., 2002; Jeffs et al., 2004; Sanders et al., 2002; Srivastava et al., 2002; Yang et al., 
2002; Zhang et al., 2001). Das C-terminal verkürzte Env-Protein wird in höherer Anzahl 
exprimiert, da es bestimmte Motive, die für die Verringerung der gp41-Expression 
verantwortlich sind, nicht mehr besitzt (Abrahamyan et al., 2005; Berlioz-Torrent et al., 
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1999; Bultmann et al., 2001; Devitt et al., 2007). Lösliches trimerisiertes Envgp140 zeigte 
sowohl mit als auch ohne Stabilisierung eine geringe Erhöhung der neutralisierenden 
Antikörpertiter im Gegensatz zur Antikörpermenge, die nach Immunisierung durch 
monomere Formen von Env gebildet wurden (Beddows et al., 2007; Bower et al., 2004b; 
Kim et al., 2005; Zhang et al., 2007b). Eine andere Antigenstrategie zielte darauf ab, die 
Env-Glykoproteine in ihrer nativen Umgebung zu präsentieren. Dabei zeigte sich, dass 
virusähnliche Partikel (VLP) mit gp120/gp41-Komplexen gute humorale und zelluläre 
Immunantworten auslösen. Allerdings konnten bisher noch keine hohen Titer an 
kreuzneutralisierenden Antikörpern generiert werden (Buonaguro et al., 2002; Dale et al., 
2002; Doan et al., 2005; Montefiori et al., 2001). Ein möglicher Grund für die niedrigen 
Antikörpertiter könnte die gemeinsame Expression funktionaler und nicht-funktionaler 
Env-Formen sein, die eine gezielte Bildung neutralisierender Antikörper verhindert 
(Crooks et al., 2007; Herrera et al., 2005; Moore et al., 2006; Poignard et al., 2003). Um 
die konservierten Bereiche von Env besser zugänglich zu machen, wurden in 
verschiedenen Studien Env-Bereiche deletiert oder verändert (Barnett et al., 2001; Gzyl et 
al., 2004; Kang et al., 2005; Kim et al., 2003; Koch et al., 2003; Lu et al., 1998; Phogat & 
Wyatt, 2007; Yang et al., 2004). Diese Änderungen führten zwar teilweise zu einem 
höheren Titer an neutralisierenden Antikörpern, aber für den Einsatz als wirksame 
Immunogene waren noch weitere Modifikationen nötig. In kürzlich veröffentlichten Studien 
konnte gezeigt werden, dass HIV-1 VLP grundsätzlich bessere Immunantworten 
induzieren, als lösliche Antigene (Buonaguro et al., 2007; McBurney et al., 2007; Quan et 
al., 2007; Sailaja et al., 2007; Wang et al., 2007). Gleichwohl können Immunisierungen mit 
DNA-Env-Konstrukten auch effiziente humorale und zelluläre Immunantworten induzieren 
(Barouch & Letvin, 2000; Estcourt et al., 2004). Bei der Verwendung des gp120-
Wildtypgens stellte sich allerdings heraus, dass die Immunogenität aufgrund der geringen 
Expression in Säugetierzellen für eine ausreichende Antikörperbildung zu gering war 
(Peet et al., 1997; Ross et al., 2001). Um die Immunogenität von Env zu steigern, wurden 
verschiedene Versuche durchgeführt, darunter die Verwendung von molekularen 
Adjuvantien (Zytokine und C3d) (Abaitua et al., 2006; Agadjanyan et al., 2003; Barouch et 
al., 2000a; Bolesta et al., 2006; Egan et al., 2006; Green et al., 2003; Ross et al., 2001). 
Andere Ansätze optimierten den Kodongebrauch der Gensequenz, um eine optimale 
Expression in Säugerzellen zu erreichen (Andre et al., 1998; Liu et al., 2004; Muthumani 
et al., 2002; Wang et al., 2006b).  
Das virale Hüllprotein Env wurde bereits in vielen verschiedenen Impfstudien als Antigen 
verwendet und die jeweilige Antikörperbildung in Tiermodellen und im Menschen 
genauestens untersucht. HIV-1-Vakzinestudien mit Meerschweinchen und Primaten 
zeigten, dass Env bei der Induktion einer protektiven Immunantwort eine kritische Rolle 
spielt (Amara et al., 2002; Chakrabarti et al., 2005; Letvin et al., 2004; Seaman et al., 
2005). In einer Multikomponentenvakzine konnte durch die Verwendung von Env eine 
niedrigere Viruslast und eine höhere CD4+-T-Zellzahl erreicht werden verglichen mit 
Vakzinen ohne Env.  
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A.3.3.1 Die Bedeutung Env-neutralisierender Antikörper  
Die zellvermittelte Immunantwort ist äußerst wichtig für die Kontrolle und die Eliminierung 
einer Virusinfektion. Antikörper aber haben eine Schlüsselrolle beim initialen Schutz und 
beim weiteren Verlauf der Infektion (Robbins et al., 1995; Humbert & Dietrich, 2006; 
Pantophlet & Burton, 2006; Phogat et al., 2007). Neutralisierende Antikörper können in 
der frühen Phase der Infektion die Viruslast deutlich verringern und die Infektion so 
verlangsamen, dass zwischenzeitlich die zelluläre Immunantwort aufgebaut werden kann 
und die virusinfizierten Zellen schließlich eliminiert werden können (Huber & Trkola, 2007; 
Letvin et al., 2002; Mascola et al., 2000; Pitt et al., 2000; Yamamoto, 2007). Antikörper 
können durch verschiedene Mechanismen vor Virusinfektionen schützen (siehe Abbildung 
A.6). Übersicht: (Pantophlet & Burton, 2006; Srivastava et al., 2005; Zolla-Pazner, 2004). 
e Komplement-
vermittelte Viruslyse
a Blockade der Virus-
Wirtszell-Interaktion
d Unterbrechung des 
Virus assembly und 
der Virusreifung
e Aggregation von 
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Abbildung A.6: Schematische Darstellung der Schritte, bei denen neutralisierende Antikörper die 
HIV-1 Virusreplikation beeinträchtigen können. (a) Antikörper können die Virus-Wirtszellinteraktion durch 
verschiedene Mechanismen stören: 1) Inhibition der Wechselwirkung von zellulären Molekülen (darunter 
Adhäsionsmoleküle und Lektine) in der Virushülle mit deren Liganden auf der Zielzelle, 2) Inhibition der 
Bindung von Virionen an CD4 und Korezeptoren auf der Zelloberfläche und 3) Unterdrückung von ersten 
Konformationsänderungen der viralen Env-Glykoproteine, die für die Fusion mit der Wirtszellmembran nötig 
sind. (b) Nach der Anheftung des Virus an der Zielzelle können Antikörper weitergehende 
Konformationsänderungen der Env-Glykoproteine unterbinden und die Domänen für die Fusion exponieren. 
(c) Antikörper können auch die Proteindomänen blockieren, die direkt in der Virus-Zell-Fusion involviert sind. 
(d) In späteren Phasen der Virusreplikation sind Antikörper möglicherweise beteiligt bei: 1) der Verhinderung 
des Uncoating nach Viruseintritt, 2) der Behinderung des Assembly, 3) der Blockade der Virusreifung sowie 
4) der Inhibition der Virusknospung. (e) Zusätzliche Mechanismen der antikörpervermittelten Neutralisation 
beinhalten 1) Komplement-induzierte Virolyse und 2) Aggregation von infektiösen Partikeln. Nach (Zolla-
Pazner, 2004). 
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Den größten Anteil am Schutz vor Virusinfektionen haben neutralisierende Antikörper, die 
die Infektiosität von Viruspartikeln durch Beeinträchtigung verschiedener Schritte in der 
Virusreplikation reduzieren. Diese können an die viralen Env-Glykoproteine binden oder 
an zelluläre Moleküle, die in der Virushülle eingelagert sind. So können sie verhindern, 
dass es zur Anheftung des Virus oder zur Fusion kommt (Binley et al., 2006; Burton, 
2002; Phogat et al., 2007; Scanlan et al., 2002; Ugolini et al., 1997). Die Virus-Zell-Fusion 
kann selbst späteren Stadien verhindert werden (Chan & Kim, 1998; Golding et al., 2002; 
Gorny & Zolla-Pazner, 2000; Heap et al., 2005; Holl et al., 2006b; Holl et al., 2006a; 
Peleraux et al., 1998). Neutralisation in späteren Stadien des Virusreplikationszyklus 
(assembly und Reifung) konnte bisher nur bei Influenza A-Viren gezeigt werden, aber 
nicht bei HIV-1 (Reading & Dimmock, 2007). Exzessive Bindung von Antikörpern führt zur 
Aggregation reifer Viruspartikel und schließlich zu erhöhter Phagozytose und 
komplementabhängiger Lyse (Spear et al., 1994). Mittels antikörperabhängiger 
zellvermittelter Zytotoxizität (antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity; ADCC) 
können Antikörper HIV-1-infizierte Zellen sogar direkt attackieren (Aasa-Chapman et al., 
2005; Huber & Trkola, 2007; Tyler et al., 1990). Bisher konnten allerdings nur wenige 
breitneutralisierende Antikörper aus HIV-1-Patienten isoliert werden, die entweder an 
gp41 (2F5, 4E10 und Z13) oder an gp120 (b12 und 2G12) binden (siehe Abbildung A.5) 
(Karwowska et al., 1992; Nelson et al., 2007; Scanlan et al., 2002; Stiegler et al., 2001; 
Trkola et al., 1995; Trkola et al., 1996; Zwick et al., 2001). Diese können nach passiver 
Immunisierung vor einer Übertragung von HIV-1 schützen und die Viruslast senken 
(Armbruster et al., 2002; Gros et al., 2006; Joos et al., 2006; Stiegler et al., 2002; Trkola 
et al., 2005). Allerdings entstehen teilweise resistente HIV-1-Mutanten, die nicht mehr 
neutralisiert werden können (Manrique et al., 2007; Nakowitsch et al., 2005; Parren et al., 
1999; Wei et al., 2003). In einer Makaken-Studie ist es bereits gelungen, neutralisierende 
Antikörper, die mit dem simianen Immundefizienzvirus (SIV) in einer Makakengruppe 
induziert wurden, auf andere Makaken zu übertragen und eine Infektion zu verhindern, 
beziehungsweise die Viruslast stark zu vermindern (Yamamoto, 2007). Die Induktion 
breitneutralisierender Antikörper mittels eines prophylaktischen Impfstoffs wäre daher 
optimal, um eine HIV-Infektion zu verhindern.  
A.3.4 Entwicklung von HIV-Impfstoffen 
Auch über zwei Jahrzehnte nach Beginn der HIV-Epidemie konnte bislang trotz intensiver 
Forschung kein Impfstoff gegen HIV entwickelt werden, der die beiden wichtigsten 
Anforderungen an eine Vakzine erfüllt: Effektivität und Sicherheit. In Hinblick auf die 
Effektivität wäre es erstrebenswert, einen Impfstoff zu entwickeln, der sowohl humorale 
als auch zelluläre Immunantworten induziert, die sämtliche eingedrungene Viren und alle 
in die zelluläre DNA integrierten viralen Genome (Proviren) eliminieren (Letvin, 2002). 
Bisher sind hauptsächlich Impfstoffkandidaten in der klinischen Erprobung, deren im 
Tiermodell erzeugte Immunantwort die Replikation des Virus kontrollieren kann und so 
lediglich die Krankheitsprogression verlangsamt. Den Anforderungen an die Sicherheit 
werden retrovirale Vakzinen allerdings nur gerecht, wenn einzelne Viruskomponenten 
ohne Erbgut verabreicht werden.  
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Abbildung A.7: Überblick über aktuelle HIV-Impfstoffstrategien (modifizierte Abbildung vom NIH). 
Inzwischen wurden viele Versuche zur Entwicklung einer HIV-Vakzine unternommen, um 
effektive Immunantworten gegen HIV zu induzieren. Übersicht in (Girard et al., 2006; 
Johnston & Fauci, 2007; Titti et al., 2007). Eine der ersten Strategien beruhte auf der 
Immunisierung inaktivierter Viruspartikel, die jedoch keine starken HIV-spezifischen 
Antikörperantworten generierten (Murphey-Corb et al., 1989; Nilsson et al., 1998; Raviv et 
al., 2005). Eine andere, oft angewendete Immunisierungsmethode besteht in der Impfung 
mit einer lebenden, jedoch abgeschwächten (attenuierten) Form des Erregers. In 
Makaken konnte durch die Immunisierung mit attenuierten Simianen Immundefizienz (SI) 
Viren ein guter Schutz vor Infektion mit SIV vermittelt werden (Daniel et al., 1992; 
Johnson et al., 1999; Stahl-Hennig et al., 2003). Allerdings erzeugen diese abge-
schwächten Viren in neugeborenen Makaken simianes AIDS und auch adulte, zunächst 
geschützte Affen zeigten später durch das Impfvirus eine langsame Krankheits-
progression (Baba et al., 1995; Baba et al., 1999). In einer australischen Patientengruppe, 
der Sydney Blood Bank Cohort, konnte eine natürliche nef-deletierte Mutante von HIV-1 
gefunden werden, welche gleichfalls eine stark verzögerte Krankheitsprogression bedingt 
(Deacon et al., 1995). Die Verwendung attenuierter HI-Viren als Impfstoff ist jedoch ein zu 
großes Sicherheitsrisiko, da lebende Formen dieser Viren in das Genom ihrer Wirtszelle 
integrieren können und dadurch neben der Möglichkeit einer Insertionsmutagenese mit 
nachfolgender Tumorbildung vor allem die Gefahr der Reversion des persistierenden 
Provirus in die pathogene Wildtypform besteht. 
Rekombinante Viren und Bakterien stellen eine Variante von Lebendimpfstoffen dar. 
Hierbei werden attenuierte virale oder bakterielle Vektoren als Träger für HIV-Immuno-
gene verwendet. Einige dieser Vektoren befinden sich als HIV-Impfstoffkandidaten bereits 
in Phase I/II-Studien. Diese Vektoren können große Bereiche des HIV-Genoms 
aufnehmen und sind für den Menschen nicht pathogen. Bei der Replikation solcher 
rekombinanter Vektoren in der Zielzelle werden HIV-Epitope über den MHC I-Weg dem 
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Immunsystem präsentiert, wodurch unter anderem eine starke zelluläre Immunantwort 
erzeugt wird (Casimiro et al., 2003; Didierlaurent et al., 2004; Natuk et al., 1992; Xin et al., 
2007). Einer der am häufigsten in HIV-Impfstoffstudien verwendeten viralen Vektoren ist 
das rekombinante Modified Vacciniavirus Ankara (rMVA), ein stark attenuiertes Impf-
pockenvirus mit breitem Wirtsspektrum, das durch vielfache serielle Passagierung auf 
Hühnerembryofibroblasten große Teile seines Genoms eingebüßt hat und sich nur noch 
in wenigen Zelllinien vermehrt (Amara et al., 2002; Barouch et al., 2001; Gomez et al., 
2007a). Weitere virale Trägersysteme beruhen auf rekombinantem Semliki Forest Virus 
(rSFV) (Nilsson et al., 2001), Adenoviren (Barouch & Nabel, 2005), Coronaviren (Eriksson 
et al., 2006) und Canarypoxviren (Evans et al., 2004; Goepfert et al., 2005). Neben den 
viralen Vektoren werden auch in Zellen replizierende Bakterien wie attenuierte 
Streptokokken, Listerien, Brucellen oder auch Salmonellen (Burnett et al., 2000; Eller et 
al., 2004; Oggioni et al., 1999; Rayevskaya & Frankel, 2001) als Träger eingesetzt, um 
HIV-Gene in Körperzellen einzuschleusen und zu exprimieren. Bakterien besitzen als 
Trägersysteme den Vorteil, dass sie kostengünstig hergestellt, einfach gelagert und oral 
verabreicht werden können (Lieberman & Frankel, 2002). 
Subunit-Impfstoffe bestehen aus aufgereinigten oder rekombinant hergestellten Proteinen 
oder Peptiden des Erregers. Diese sind gut verträglich und induzieren gute spezifische 
humorale Immunantworten, allerdings wird oft trotz hoher Titer an neutralisierenden 
Antikörpern kein Infektionsschutz erreicht (Xu et al., 2006). In zwei kürzlich durch-
geführten Phase III-Studien mit rekombinantem gp120 konnte weder ein verbesserter 
Schutz noch ein verlangsamter Krankheitsverlauf der geimpften Personen gegenüber den 
Nichtgeimpften festgestellt werden (Flynn et al., 2005; Gilbert et al., 2005; Graham & 
Mascola, 2005; Pitisuttithum et al., 2006; Tonks, 2007). Inzwischen wird vermutet, dass 
die größte Herausforderung für die Entwicklung einer effizienten HIV-Vakzine, die 
neutralisierende Antikörper induziert, im Design neuer Env-Immunogene liegt (Phogat & 
Wyatt, 2007). In neueren Ansätzen wird daher versucht, lösliche Env-Antigene zu 
generieren, die der nativen, trimeren Konformation des Hüllproteins stärker ähneln 
(Beddows et al., 2005; Beddows et al., 2007; Bower et al., 2006; Kim et al., 2005; Li et al., 
2006). Mit Hilfe von Bindungsintermediaten von Env an CD4 und verschiedenen Ver-
änderungen des Hüllproteins wird versucht, Antikörper speziell gegen die konservierten 
Bindungsstellen zu induzieren (Bower et al., 2004a; Jeffs et al., 2002; Sharma et al., 
2006; Srivastava et al., 2003). Die Verwendung verschiedener HIV-1 Env-Antigene in 
einer Impfstoffgabe trägt zusätzlich zur Induktion von breit neutralisierenden Antikörpern 
bei (Fischer et al., 2007; Rasmussen et al., 2007). Die nächste Generation von antikörper-
induzierenden Immunogenen wird bereits mit einer anderen Strategie entwickelt. Hierfür 
wird in Langzeitüberlebenden mit einer rigiden Kontrolle der Virusreplikation nach 
neutralisierenden Antikörpern gesucht. Das Epitop eines solchen Antikörpers wird 
versucht so nachzubilden, dass es als Immunogen eingesetzt den gleichen 
neutralisierenden Antikörper induziert, welcher ursprünglich gefunden wurde (Check, 
2003). Der Antikörper 2G12, der 1995 aus einem Patienten isoliert wurde, bindet 
spezifisch an glykosylierte Stellen von Env und kann HIV-1-Isolate verschiedenster 
Subtypen neutralisieren (Calarese et al., 2003; Trkola et al., 1995). Daher wird überlegt, 
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solche Antikörper durch Gabe von spezifisch glykosylierten Antigenen zu induzieren 
(Pashov et al., 2005; Pashov et al., 2007; Reynard et al., 2007; Scanlan et al., 2007).  
Zwei neue Wege, die Immunisierung mit DNA oder mit Virusähnlichen Partikeln (VLP), 
dominieren im Moment die Impfstoffforschung und werden in den folgenden beiden Unter-
kapiteln genauer besprochen. 
A.3.4.1 DNA-Immunisierung 
Eine neue Richtung in der Impfstoffentwicklung wurde mit der Entwicklung von 
rekombinanten Vektoren beschritten, die HIV-1-Proteine exprimieren. Der bekannteste 
Vertreter dieser neuen Impfstoffklasse ist die sogenannte DNA-Vakzine, die aus einem 
Expressionsplasmid mit Sequenzen viraler Gene unter Kontrolle eines eukaryontischen 
Promotors besteht. Derartige Impfstoffe haben unter Gesichtspunkten der Haltbarkeit und 
der Herstellungskosten große Vorteile. Sie sind darüber hinaus leicht zu applizieren und 
vermögen eine gute zelluläre Immunantwort zu induzieren, da ihre viralen Gene in 
Körperzellen exprimiert werden. Die entsprechenden viralen Epitope werden, ähnlich wie 
bei einer Infektion der Zelle, über den endogenen MHC I-Präsentationsweg dem 
Immunsystem dargestellt. Allerdings kommt es aufgrund der generell niedrigeren 
Antigenexpression bei DNA-Vakzinen verglichen mit Proteinimmunisierungen oder 
attenuierten Viren zu einem langsameren Anstieg der induzierten Antikörper (Donnelly et 
al., 1997; Liu et al., 2006; Ulmer et al., 2006). 
Immunisierungen mit HIV-1-DNA-Vakzinen induzierten in verschiedenen Tiermodellen 
sehr gute humorale und zelluläre Immunantworten sowie langlebige Gedächtniszellen 
(Estcourt et al., 2004; Hokey & Weiner, 2006; Lu et al., 1995; Rajcani et al., 2005). Neben 
der fortgesetzten Expression des DNA-Vakzineplasmids in der Wirtszelle und der 
kontinuierlichen Präsentation des Antigens spielt auch die Immunisierungsroute der DNA-
Plasmide eine erhebliche Rolle bei der Induktion langlebiger Immunantworten (Boyle & 
Robinson, 2000; Luckay et al., 2007). In den meisten HIV-1 Env-Immunisierungstudien 
wurden die DNA-Plasmide entweder mit Hilfe der GeneGun-Technologie oder mittels 
intramuskulärer Injektion in die Tiere appliziert und hohe Antikörpertiter erreicht (Green et 
al., 2003; Qiu et al., 1999; Vinner et al., 1999; Wang et al., 2006b; Wild et al., 2004). Zwar 
waren die mit den beiden unterschiedlichen Methoden generierten Antikörpertiter 
vergleichbar, aber die dafür benötigte DNA-Menge war bei der GeneGun-Technologie 
geringer (Bower et al., 2005; Green et al., 2003). Allerdings wurde bei der einmaligen 
GeneGun-Applikation hämagglutinin-kodierender Plasmide festgestellt, dass die humorale 
Immunantwort bereits nach der ersten Woche stark abfiel. Nach intramuskulärer 
Immunisierung hingegen wurde erst nach einem Monat eine Verringerung des 
Antikörpertiters verzeichnet (Boyle & Robinson, 2000). Aus der Literatur ist bekannt, dass 
das gebildete Protein nach GeneGun-Immunisierung hauptsächlich in der Nähe der 
Applikationsstelle nachgewiesen werden kann. Nach intramuskulärer Immunisierung 
hingegen wandert die DNA durch den Körper und die immunologisch relevanten 
Transfektionen finden außerhalb der Applikationsstelle statt (Chattergoon et al., 1998; 
Dupuis et al., 2000; Sheets et al., 2006; Torres et al., 1997; Tuomela et al., 2005). Um 
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möglichst viele Kompartimente durch die Immunisierung zu aktivieren, wurden den Tieren 
in dieser Studie die verwendeten Env-Konstrukte intramuskulär injiziert. 
In Schimpansen konnte nach einer Immunisierung mit DNA-Plasmiden zur Expression 
von HIV-1 Env ein Schutz vor einem schwach replizierenden HIV-1-Virus erzielt werden 
(Boyer et al., 1997). Makaken, die mit HIV-1 Env-DNA-Plasmiden immunisiert wurden, 
waren nach Infektion mit einem chimären SHIV (ein aus SIV und HIV durch 
Rekombination erzeugtes Virus) zum Teil (Boyer et al., 1996) bzw. bei zusätzlicher 
Immunisierung mit HIV-1-Proteinen vollkommen vor einer Infektion mit homologem SHIV 
geschützt (Letvin et al., 1997; Mooij et al., 2004). Die erfolgreiche Induktion humoraler und 
zellulärer Immunantworten im Tiermodell konnte bei Immunisierungen im Menschen nicht 
immer erzielt werden (Cebere et al., 2006; Tavel et al., 2007). Durch unmittelbare 
Aneinanderreihung von Sequenzen unterschiedlichster viraler Proteine aus verschie-
denen Subtypen wurden DNA-Vakzinen mit multiplen Epitopen generiert (Burgers et al., 
2006; Kong et al., 2003; Malm et al., 2005; Rollman et al., 2005), die in humanen 
Immunisierungsstudien gute T-Zell-Antworten und hohe Antikörpertiter erreichten 
(Catanzaro et al., 2007; Graham et al., 2006). Allerdings waren in einer anderen 
Impfstudie keine Antikörper detektierbar und nur geringe zelluläre Antworten vorhanden 
(Tavel et al., 2007).  
Nachfolgende Boost-Immunisierungen, die entweder mit löslichem Protein oder mit 
rekombinanten Viren (rMVA, Adenovirale Vektoren, Coronaviren) durchgeführt wurden, 
wiesen meist eine bessere Immunantwort auf als DNA-Vakzinen alleine. Der Erfolg 
verschiedener Prime-Boost-Schemata konnte sowohl im Tiermodell (Buonaguro et al., 
2007; Dale et al., 2004; Dale et al., 2006; Ellenberger et al., 2006; Eriksson et al., 2006; 
Shu et al., 2007; Wang et al., 2006c) als auch in ersten humanen Studien gezeigt werden 
(Goonetilleke et al., 2006; Hanke et al., 2007; Kent et al., 2007; Mwau et al., 2004; Peters 
et al., 2007). Dabei können für die einzelnen Immunisierungen verschiedene 
Verabreichungsmethoden (z.B. oral, intravenös, subkutan usw.), verschiedene 
Adjuvantien und unterschiedliche Vektoren miteinander kombiniert werden. Die 
Schutzwirkung von DNA-Vakzinen lässt sich durch die Zugabe von immun-
stimulatorischen Molekülen wie Zytokinen oder der Komplementkomponente C3d 
nochmals deutlich steigern (Ahlers et al., 2003; Barouch et al., 2000b; Chong et al., 2007; 
Crooks et al., 2007; Lori et al., 2006; Ross et al., 2000; Wang et al., 2006a) (siehe auch 
A.2.2). Bei vielen HIV-Impfstoffexperimenten, die Prime-Boost-Strategien anwenden, 
werden DNA-Plasmide für die Prime-Immunisierung eingesetzt und für die Boost-
Immunisierungen virale Trägersysteme wie rMVA. Dabei exprimiert jeder dieser Vektoren 
dieselben HIV- bzw. SIV-Gene (Ellenberger et al., 2006; Hanke et al., 2002; Shu et al., 
2007; Wang et al., 2006c). Bisher konnten auf diesem Weg im Tiermodell die 
ausgeprägtesten zellulären und humoralen Immunantworten induziert werden, ohne die 
Antwort gegen Bestandteile der viralen Träger zu verstärken. 
Eine andere Möglichkeit, die Expression von rekombinanten Immunogenen zu verbessern 
besteht in der Kodonoptimierung der viralen Sequenzen. Es ist gelungen, durch solche 
Änderungen das „Rev responsive element“ (RRE) in dem Bereich gag-pol und env zu 
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entfernen, um damit eine Rev-unabhängige, gesteigerte Expression zu ermöglichen 
(Andre et al., 1998; Graf et al., 2000; Kotsopoulou et al., 2000; Wagner et al., 2000). 
Dabei werden statt der Kodons der HIV-Sequenzen die von Säugetierzellen in stark 
exprimierten Genen am häufigsten vorkommenden Basentriplets verwendet, ohne dabei 
die Aminosäuresequenz der viralen Proteine zu beeinflussen. Zusätzlich werden bei der 
Kodonoptimierung die in HIV-Genen vorhandenen regulatorischen oder inhibitorischen 
Sequenzmotive eliminiert und die RNA-Stabilität verbessert. Die Ursache für die 
gesteigerte Expression findet sich in der erhöhten Verfügbarkeit von tRNA-Molekülen der 
korrespondierenden Kodons in Säugetierzellen. Mit derart veränderten HIV-Sequenzen 
kann die Expression von Gag- und Env-Proteinen in Säugetierzellen um das 10-100 fache 
erhöht, sowie die Immunogenität im Mäusemodell verbessert werden (Andre et al., 1998; 
Deml et al., 2001; Gao et al., 2003; Graf et al., 2000; Kumar et al., 2006; Vinner et al., 
1999; Wang et al., 2006b; zur Megede J. et al., 2000; zur Megede et al., 2003). Bei 
Vergleich der Immunogenität von kodonoptimierten Env und Wildtyp-Env nach DNA-
Immunisierung von Mäusen wurde zudem festgestellt, dass die Höhe der Expression 
direkt mit der Höhe der Antikörpertiter gegen das HIV-1-Env-Antigen korreliert (Bower et 
al., 2005).  
A.3.4.2 Virusähnliche Partikel (VLP) 
Virusähnliche Partikel (virus-like particles; VLP) weisen eine Reihe von Vorteilen beim 
Einsatz als Impfstoffkomponente auf (Grgacic & Anderson, 2006; Ulrich et al., 1996). In 
der Literatur gibt es Hinweise darauf, dass HIV-1 Impfstoffe, die aus mehreren Antigenen 
aufgebaut sind, höhere Antikörpertiter und bessere CTL-Antworten auslösen können 
(Graham et al., 2006; Rollman et al., 2005). Mit Hilfe von VLP kann gegen mehrere 
Antigene gleichzeitig immunisiert werden und es werden daher generell effizientere 
humorale und zellvermittelte Immunantworten induziert als bei der Verwendung von 
löslichen Proteinen (McBurney et al., 2007; Schiller & Lowy, 2001; Wagner et al., 1994c; 
Wagner et al., 1996b; Young et al., 2006). Zudem sind die Partikel im Gegensatz zu 
attenuierten Viren oder viralen Vektoren replikationsinkompetent und nicht infektiös.  
Mittlerweile können über 30 VLP-Varianten auf der Basis von Kapsid- und Hüllproteinen 
verschiedener tier- und humanpathogener Viren produziert werden, die alle die Fähigkeit 
besitzen, sich selbst zu hochorganisierten partikulären Strukturen zusammenzulagern 
(Grgacic & Anderson, 2006; Noad & Roy, 2003). Die bekanntesten sind das Hepatitis-B-
Virus (HBV) Capsid- und Oberflächenantigen (Deml et al., 1999; Jones et al., 1999; 
Newman et al., 2003; Schlienger et al., 1992), Hepatitis-C-Virus (HCV) (Elmowalid et al., 
2007; Jeong et al., 2004; Lechmann et al., 2001), Papillomavirus L1 oder L1/L2 (Harro et 
al., 2001; Kirnbauer, 1996; Koutsky et al., 2002; Villa et al., 2005; Zhou et al., 1991), 
Parvovirus VP2 (Rueda et al., 1999; Sedlik et al., 1997) und HIV-1-Gag-Proteine 
(Buonaguro et al., 2005; Buonaguro et al., 2007; Deml et al., 1997b; Deml et al., 2005; 
Kuate et al., 2006; Quan et al., 2007; Sailaja et al., 2007; Wagner et al., 1992; Young & 
Ross, 2003; Young et al., 2006).  
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Diese VLP können entweder als DNA-Vakzine oder direkt als aufgereinigte Partikel 
verabreicht werden. Die Applikation von DNA hat den Vorteil, dass die Produktion der 
Partikel länger aufrecht erhalten wird und so das Immunsystem über einen längeren 
Zeitraum stimuliert werden kann. Allerdings ist die Anzahl an gebildeten VLP meist nicht 
sehr hoch und die Immunantwort dementsprechend gering (Akahata et al., 2005; Smith et 
al., 2004; Young et al., 2004). VLP werden daher meist mit Baculovirus-, Adenovirus-, 
Vacciniavirus-, Hefe- und Zellkultur-Expressionssystemen produziert (Ramqvist et al., 
2007). Je nach Partikel erfolgt die Aufreinigung entweder über eine CsCl-Gradienten-
zentrifugation oder mittels Ultrazentrifugation, so dass sie in definierter Menge appliziert 
werden und eine stärkere Immunantwort induzieren können (Doan et al., 2005). Neuere 
Erkenntnisse innerhalb der Arbeitsgruppe zeigten, dass baculoviral hergestellte HIV-1-
VLP zwar eine sehr gute Immunantwort generieren, aber diese hauptsächlich auf der 
baculoviralen Verunreinigung der aufgereinigten VLP beruhen. In eukaryontischen 
Zellkultursystemen können ins Genom integrierte oder plasmidbasierte VLP hingegen 
ohne Fremdverunreinigungen hergestellt werden und gute Immunantworten induzieren 
(Bellier et al., 2006; McBurney et al., 2007). Der erste zugelassene Impfstoff aus 
Hefe-exprimierten Papillomavirus-VLP (Gardasil®) zeigte bereits gute Immunantworten in 
verschiedenen Studien (Shi et al., 2007). Dieser kann Infektionen mit den humanen 
Papillomaviren HPV-6/-11/-16 und HPV-18 verhindern, die als Hauptursache für Gebär-
mutterhalskrebs gelten (Gnanamony et al., 2007; Rambout et al., 2007; Stanley, 2006; 
Villa, 2006). In Abbildung A.8 ist ein VLP schematisch dargestellt. 
 
Abbildung A.8: Schema eines Env-tragenden HIV-1-VLP. Env (Hüllprotein von HIV-1), RNA 
(unspezifische Ribonukleinsäure), Pr55Gag (Gag Antigen), (Zell-)Membran. Nach (Deml et al., 2005). 
Das gesamte HIV-1-Gag-Vorläuferprotein kann in vitro spontan VLP bilden (Campbell & 
Vogt, 1995; Campbell et al., 2001; Campbell & Rein, 1999; Doan et al., 2005; Morikawa et 
al., 1999; Perlman & Resh, 2006). Das unprozessierte Gag-Vorläuferprotein (Pr55Gag) 
lagert sich dabei an die Plasmamembran an und bildet nach Knospung von der Zellober-
fläche Partikel mit der Größe von 100-120 nm (Buonaguro et al., 2001). Um diese Selbst-
assemblierung durchführen zu können, benötigt der Gag-Vorläufer eine N-terminale 
Myrestilierungsstelle (Gottlinger et al., 1989), eine transportvermittelnde Domäne im 
Matrixproteinbereich (p17) (Bergmann et al., 1993) und drei Assemblierungsdomänen im 
Matrixbereich sowie im C-terminalen Bereich von p24 (Mammano et al., 1994; Niedrig et 
al., 1994). Enzymatische Proteine werden für die Knospung nicht benötigt. Selbst die 
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Fusion zusätzlicher Proteine oder Epitope an Pr55Gag verändern weder die Assem-
blierung, die Knospung, die Struktur, biophysikalische Eigenschaften noch die Ausbeute 
(Deml et al., 2005; Tobin et al., 1996; Wagner et al., 1994a; Wagner et al., 1996b).  
Viele neutralisierende Antikörper sind gegen konformationelle Epitope gerichtet, die nur in 
der nativen Form des Antigens zu finden sind (Ellenberger et al., 2005; Montefiori et al., 
2001; Roux & Taylor, 2007). Eine trimere Env-Konformation (z.B. gp140TM), die der 
natürlichen Anordnung bei einer HIV-1-Infektion entspricht, kann somit eher 
neutralisierende Antikörper induzieren (Barnett et al., 2001; Beddows et al., 2005; 
Beddows et al., 2007; Binley et al., 2000; Bower et al., 2004b; Sharma et al., 2006; 
VanCott et al., 1997; Zhang et al., 2007b). Im Gegensatz zu löslichen, monomeren 
Antigenformen können partikuläre Immunogene bei niedrigeren Affinitäten besser und 
spezifischer von Antigenpräsentierende Zellen (APC) aufgenommen werden und durch 
Kreuzpräsentation über MHC I und II zusätzlich zur humoralen auch die zelluläre 
Immunantwort verstärken (Batista & Neuberger, 2000). Die Produktion von HIV-1-VLP 
eröffnet folglich die Gelegenheit für einen Env-vermittelten Zutritt der Partikel in 
professionelle APC wie Makrophagen und dendritische Zellen, da beide Zelltypen den 
Rezeptor CD4 auf ihrer Oberfläche tragen. Infolgedessen können die viralen Proteine 
prozessiert und präsentiert werden und somit die humorale Immunantwort gegen Env 
verstärken. Die Anordnung von Antigenen auf der Oberfläche von Zellen oder VLP ist 
daher ein sehr effizienter Weg, B-Zellen spezifisches Antigen zur Affinitätsreifung zu 
präsentieren. Ferner können B-Zellen eine Art Synapse mit den antigentragenden Zellen 
formieren und über den BCR Antigen akquirieren (Batista et al., 2001). Mit VLP können 
folglich verschiedene HIV-1-Proteine über eine große Anzahl von MHC I- und II-Molekülen 
dem Immunsystem präsentiert werden. Dadurch ist es möglich, eine breitere 
Immunantwort zu generieren, als mit einer Vakzine, die nur wenige Epitope enthält 
(Lockey et al., 2000; Wang et al., 2006c; Zhan et al., 2003). In verschiedenen Studien 
zeigte sich, dass die Mehrzahl der HIV-VLP neben einer effizienten humoralen 
Immunantwort auch eine effiziente CD8+- und CD4+-T-Zell-vermittelte Immunantwort 
induzieren kann (Buonaguro et al., 2007; Deml et al., 2001; Wagner et al., 1996b; Young 
et al., 2006). 
VLP-Vakzinen sind aufgrund ihrer partikulären Antigenstruktur besonders für eine 
mukosale Applikation geeignet, da sie eine effektivere mukosale Immunantwort als 
lösliche Proteine auslösen können. VLP können durch die M-Zellen der Schleimhäute 
phagocytiert werden und mittels Transcytose über das schleimhautassoziierte lymphoide 
Gewebe (mucosa-associated lymphoid tissue; MALT) in die peripheren Lymphknoten 
weitergeleitet werden und dort starke Immunantworten auslösen. Lösliche Antigene 
dagegen umgehen das MALT-System und werden über APC im Nasallumen direkt in die 
Lymphknoten weitergeleitet, wo sie nur eine geringere Immunantwort generieren (Young 
et al., 2006). HIV-1-VLP können so mittels der induzierten Antikörper einen optimalen 
Schutz vor der Infektion und der Bildung viraler Reservoirs direkt an der Eintrittspforte 
vermitteln. 
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A.4 Zielsetzung der Arbeit 
Die Immunschwächekrankheit AIDS hat bis heute über 20 Millionen Todesopfer gefordert 
und jährlich kommt es zu über vier Millionen Neuinfektionen mit dem humanen 
Immundefizienzvirus Typ 1 (HIV-1). Ein prophylaktischer Impfstoff ist daher dringend 
notwendig, um die AIDS-Pandemie unter Kontrolle zu bringen. Idealerweise sollte eine 
HIV-1 Vakzine sowohl eine starke zellvermittelte als auch humorale Immunantwort 
auslösen. Entscheidenden Anteil an der Immunabwehr haben dabei neutralisierende 
Antikörper, die allerdings nach einer HIV-1 Infektion nicht oder erst spät gebildet werden. 
Neutralisierende Antikörper sind ausschließlich gegen die viralen Hüllproteine (Env) 
gerichtet, insbesondere gegen den externen Teil gp120, da Env als einziges virales 
Protein auf der Oberfläche des Viruspartikels lokalisiert ist. Env wurde bereits in 
verschiedenen Immunisierungsstudien in Form von rekombinantem Protein, integriert in 
virusähnliche Partikel (VLP) oder als Plasmid-DNA eingesetzt. Bislang verwendete HIV-1 
Env DNA-Vakzinen induzierten dabei allerdings nur schwache Immunantworten aufgrund 
(i) der schwachen Expression der Env-Wildtypsequenzen in Säugetierzellen und (ii) der 
eingeschränkten immunstimulatorischen Kapazität der sezernierten Env-Moleküle. 
Ziel der vorliegenden Arbeit war die Verbesserung der Immunogenität von gp120 im 
Rahmen einer DNA-Vakzine. Eine starke und stabile Expression in Säugetierzellen sollte 
durch Verwendung von kodonoptimierten gp120-Konstrukten erreicht werden, welche die 
komplexe virale Regulation umgehen können. Um die Sekretion von gp120, und damit die 
Induktion von B-Zell-Antworten zu verbessern, sollten verschiedene Signalpeptide 
ausgetestet werden. Die immunstimulatorische Kapazität sollte durch Fusion von drei 
Expressionskassetten der humanen Komplementkomponente C3d (hC3d3) erreicht 
werden. Die immunstimulierende Wirkung von C3d3 beruht auf der Bindung an den C3d-
Rezeptor CD21 auf der Oberfläche von B-Zellen und follikulären dendritischen Zellen, die 
zu einer verstärkten B-Zell-Aktivierung führt. Daher sollten die gp120hC3d3-
Fusionskonstrukte nicht nur hinsichtlich ihrer gp120-Expression und -Sekretion 
ausgetestet, sondern auch deren Bindung an den Rezeptor CD21 nachgewiesen werden. 
Im Anschluss daran sollten in weiterführenden Maus- und Kaninchenstudien die 
expressionsstärksten DNA-Vakzinekonstrukte bezüglich ihrer Immunogenität getestet 
werden.  
Neben der DNA-Vakzine sollten virusähnliche Partikel (VLP) basierend auf den zuvor 
entwickelten Konstrukten und einem kodonoptimiertem syngag generiert und im 
293T-Zellkultursystem getestet werden. Die Etablierung von gp120- und hC3d-stabilen 
eukaryontischen Zelllinien sollte zur effizienten Herstellung der VLP genutzt werden, um 
schließlich in weiterführenden Mausstudien die Immunogenität der VLP zu überprüfen. 
 
 B Material und Methoden 
B.1 Klonierungen und gentechnische Arbeiten 
Soweit nicht anders vermerkt, wurden für Klonierungen in Escherichia coli (E. coli) 
Standardmethoden angewendet (Sambrook et al., 1989). Restriktionsenzyme und 
T4 DNA-Ligase wurden von Roche (Mannheim) und New England Biolabs (NEB, 
Frankfurt) bezogen. Für die Amplifikation von DNA-Abschnitten aus Plasmid-DNA sowie 
zum Reamplifizieren von Polymerase chain reaction (PCR)-Produkten wurden die 
TaqPlus® Precision-DNA-Polymerase (Stratagene, Heidelberg) oder die Deep VentRTM 
(NEB) und Nukleotide von Invitrogen (Karlsruhe) verwendet. Größere Mengen an 
Plasmid-DNA wurden über Nucleobond-Tip AX500- oder AX100-Säulen (Macherey & 
Nagel, Düren) nach Herstellerangaben aufgereinigt. Zur Aufreinigung von PCR-Produkten 
wurde der QIAquick Purification Kit (Qiagen, Hilden) verwendet. Die Isolierung von 
DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kits 
Mini (Qiagen). Sequenzierungen zur Verifizierung von DNA-Abschnitten erfolgten nach 
der Methode von Sanger et al. (Sanger et al., 1977) unter Verwendung eines 
automatischen Sequenziergerätes der Firma Geneart AG (Regensburg). Alle übrigen 
Chemikalien waren kommerzielle Reagenzien von höchster Reinheit.  
B.1.1 Bakterien 
Zu Klonierungszwecken und zur Amplifikation von High-copy-Plasmiden wurde 
hauptsächlich der E. coli K-12 Stamm DH5α (Life Technologies, Karlsruhe) verwendet. 
Beim Einsatz von dam-sensitiven Enzymen wie z.B. ApaI erfolgte die Amplifikation der 
jeweiligen Plasmide im Stamm GM2163 (NEB). Chemisch transformationskompetente 
Bakterien wurden nach der RbCl-Methode hergestellt. Die verwendeten Bakterienstämme 
weisen den wie folgt angegebenen Genotyp auf:  
DH5α: F- supE44 ΔlacU169 (φ80 lacZΔM15) hsdR1 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 
relA1; (Blau-Weiß-Screening (Hanahan & Meselson, 1983)). 
GM2163: F- dam-13::Tn9 dcm-6 hsdR2 leuB6 his-4 thi-1 ara-14 lacY1 galK2 
galT22 xyl-5 mtl-1 rpsL136 tonA31 tsc-78 supE44 McrA- McrB- (Dieser 
Stamm wurde für Klonierungsarbeiten mit dam- und dcm-sensitiven 
Restriktionsenzymen verwendet.)  
Die Anzucht der Bakterien erfolgte in Luria Bertani (LB-) oder Terrific Broth (TB-) 
Flüssigmedium beziehungsweise auf LB-Agarplatten über Nacht bei 37°C. Zur Selektion 
der positiven Transformanten wurde Ampicillin (100 µg/ ml) zugesetzt. 
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B.1.2 Oligonukleotide 
Sämtliche Oligonukleotidsequenzen sind im Anhang (siehe F.1) angegeben. Oligo-
nukleotide wurden von den Firmen Metabion (Martinsried), Invitrogen (Leek, Niederlande) 
und Geneart AG bezogen. Alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden mit 
dem Gensequenzprogramm DNAMAN (Lynnon BioSoft, Quebec, Kanada, Version 5.2.9) 
entworfen. Zudem wurden an den am Genanfang oder Genende liegenden Oligo-
nukleotiden für die nachfolgenden Klonierungen passende singuläre Schnittstellen sowie 
zwei zusätzliche, beliebige Nukleotide angefügt, um die Effektivität der Restriktions-
enzyme bei den nachfolgenden Klonierungsarbeiten zu gewährleisten. 
B.1.3 Plasmide 
Detaillierte Gensequenzen sind im Anhang unter Punkt F.1 und F.3 angegeben.  
Die Grundlage der verwendeten gp140- und gp120-Sequenzen bildete die Genbank-
Sequenz des HIV-1 Isolates CN54 („Genbank accession number“(acc no): AX149771), 
die innerhalb der Arbeitsgruppe an den Gebrauch von Säugetierkodons angepasst wurde. 
Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Sequenzen waren CD5gp120 und 
CD5gp140TMHIV. Zur Herstellung der Expressions- und Reporterplasmide wurden die 
jeweiligen Gene mit spezifischen PCRs amplifiziert und unter Verwendung der 5´ NheI- 
sowie der 3´ PmeI-Restriktionsschnittstellen in den multiplen Klonierungsbereich (multiple 
cloning site, MCS) der eukaryontischen Expressionsvektoren pcDNA3.1 (+), pcDNA3.1luc 
und pcDNA/5FRT umgesetzt. Die Klonierung von gp120 in pDisplay erfolgte mit 5´ XmaI 
und 3´ AccI in den MCS des Vektors. Die resultierenden Ligationsansätze wurden in 
kompetente Zellen des E. coli K-12 Stammes DH5α transformiert. Die Verwendung des 
E. coli-Stamm GM2163 erfolgte bei nachfolgender DNA-Aufreinigung und anschließen-
dem Verdau mit dam-sensitiven Enzymen (z.B. ApaI). Positive Klone wurden nach 
alkalischer Schnelllyse durch Spaltung der gewonnenen Plasmid-DNA mit NheI und PmeI 
identifiziert und schließlich durch Sequenzierung mit den Oligonukleotiden 741f und 1141r 
(siehe F.1) bestätigt. 
B.1.3.1 Herstellung der DNA-Konstrukte 
Der Vergleich der Sekretion bei Verwendung verschiedener Signalsequenzen wurde 
durch Einsatz der autologen HIV-Env-Signalsequenz (HIV) sowie dreier unterschiedlicher 
tpa (tissue plasminogen activator) Signalsequenzen erreicht. Alle Signalsequenzen 
wurden von Geneart AG kodonoptimiert. Die Firma stellte auch die tpa-Signalsequenz 
her. Die HIV-Signalsequenz wurde selbst synthetisiert (B.1.4.3). Um den Einfluss der 
Spaltstelle auf die Sekretion zu charakterisieren, wurde eine tpa-Variante generiert, die 
keine der Spaltstelle folgende Aminosäure Serin enthält (tpa1), eine mit Serin (tpa2) und 
eine mit Serin und vier weiteren Aminosäuren nach der Spaltstelle (tpa3). Diese 
zusätzlichen Sequenzen wurden durch PCR mit den Oligonukleotiden cenvF1_A (HIV), 
cenvF1 (tpa1), cenvF2 (tpa2) und cenvF3 (tpa3) direkt an gp120 fusioniert und mit cenvB 
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amplifiziert. Über die Schnittstellen BsmBI und ApaI erfolgte die Klonierung nach den 
Signalsequenzen von HIV und tpa und vor den zwei Stopkodons oder vor drei humanen 
C3ds (hC3d3). Die drei aufeinander folgenden hC3d-Sequenzen wurden von Geneart AG 
absteigend kodonoptimiert, um homologe Rekombinationen zu vermeiden, über einen 
(G4S)2-linker miteinander verbunden und als fertige Sequenz geliefert. Die Optimierung 
auf Säugetierkodons wurde unter Verwendung der Software GeneoptimizerTM 
durchgeführt. Pro Signalsequenz wurde je ein Stopkonstrukt und je ein Konstrukt mit drei 
fusionierten C3d-Sequenzen kloniert. Die Sequenz tpa1hC3d3 ohne gp120 wurde als 
Kontrolle verwendet. Alle DNA-Konstrukte wurden über die Schnittstellen NheI und PmeI 
in den MCS des Vektors pcDNA3.1 (+) von Invitrogen (Leek, Niederlande) gesetzt. Die 
Transkription der Gene erfolgt in der MCS unter der Kontrolle des hCMV (humanes 
Cytomegalievirus) immediate early-Promotors, welcher im Folgenden als CMV-Promotor 
bezeichnet wird.  
Zur Expression von gp120 auf der Oberfläche von RK13-Zellen wurde eine PCR mit den 
Oligonukleotiden cenvFXma und cenvBAcc und der Matrize gp120 durchgeführt, diese mit 
den Restriktionsenzymen XmaI und AccI verdaut und anschließend mit dem 
entsprechend linearisierten Vektor pDisplay (Invitrogen) ligiert. 
B.1.3.2 Herstellung der Luciferase-Reporterkonstrukte 
Sämtliche Luciferase-Reporterkonstrukte für eine quantitative Analyse der Expressions-
effizienz basieren auf dem Vektor pcDNA3.1(+) von Invitrogen. Es erfolgte ein Austausch 
des Neomycingens durch das „firefly“-Luciferasegen des pGL2-Vektors von Promega 
(Mannheim). Den so entstandenen Vektor pcDNA3.1luc generierte Geneart AG. Alle 
bereits klonierten DNA-Konstrukte (siehe B.1.3.1) wurden an den Restriktionsschnitt-
stellen NheI und PmeI verdaut und anschließend mit dem entsprechend linearisierten 
pcDNA3.1luc-Vektor ligiert. Die Klonierung des tpa1gp120ShC3d3-Konstrukts erfolgte mit 
dem Konstrukt tpa1gp120, in das über die Restriktionsschnittstellen 5´ EcoRV und 
3´ PmeI das Fragment hC3d3 direkt nach den beiden Stopkodons von tpa1gp120 ligiert 
wurde.  
B.1.3.3 Herstellung der VLP-Konstrukte 
Für die Herstellung der VLP-Konstrukte wurde syngagIIIB (Bojak et al., 2002; Graf et al., 
2004; Kofman et al., 2003) durch PCR mit den Oligonukleotiden syngagB_fwd und 
syngagB_rev amplifiziert und über NheI und PmeI in den Expressionsvektor pcDNA3.1(+) 
(Invitrogen) kloniert. Auf der Oberfläche der VLP sollen gp120-, gp140-, hC3d-, mC3d- 
und EnvhC3d-Proteine präsentiert werden. Zur Verankerung von gp120, gp140, hC3d und 
mC3d in der Membran sind Transmembrandomänen (TM) nötig. Die Transmembran-
domänen TMHIV und TMgp64 wurden mit Hilfe der Oligonukleotidpaare TMfwd/ TMbackStop 
und TMgp64fwd/ TMgp64back (siehe F.1) mit den kodonoptimierten Matrizen gp140TMHIV 
(siehe B.1.3) beziehungsweise gp64TMgp64 (Geneart AG) amplifiziert und an den 
eingeführten Restriktionsschnittstellen ApaI und PmeI nach den Inserts einkloniert. Durch 
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PCR mit den Oligonukleotiden hC3dfwd und hC3drev_linkerb wurde die erste der drei 
humanen C3d-Kassetten amplifiziert und über die Restriktionsschnittstellen BsmBI sowie 
ApaI nach der tpa1-Signalsequenz und vor die autologe Transmembrandomäne TMHIV 
von HIV-1 Env oder die Transmembrandomäne von gp64 kloniert. Neben der humanen 
C3d-Sequenz wurde eine auf humanen Kodongebrauch optimierte murine C3d-Sequenz 
(Geneart AG) für die VLP-Konstrukte verwendet. Die Optimierung auf Säugetierkodons 
wurde unter Verwendung der Software GeneoptimizerTM durchgeführt. Die Amplifikation 
der murinen C3d-Sequenz erfolgte mit den Oligonukleotiden mC3dfwd und 
mC3drev_linkerb. Nach PCR mit den Oligonukleotiden cenvF1 oder cenvF1_A und 
TMbackStop wurde das neu generierte Fragment gp140TMHIV über die Restriktions-
schnittstellen BsmBI und PmeI vor die tpa1- oder die HIV-Signalsequenz kloniert. Über 
die Schnittstellen NheI und PmeI erfolgte die Ligation in den MCS des Vektors 
pcDNA3.1 (+). Fusionskonstrukte von hC3d und gp140 wurden mit den Oligonukleotiden 
cenvF5, cenvBlinker, hC3dfwdlinker und hC3drevlinkerb generiert.  
Um zu analysieren, ob die Formation von VLP effektiv funktioniert, wenn sich die 
Genabschnitte von HIV-1 Gag, Env und/oder C3d auf einem einzigen Plasmid befinden, 
wurden alle fertiggestellten gp120, gp140 und C3d VLP-Sequenzen über die 
Schnittstellen XmaI und BstBI an die Stelle des Neomycingens des Vektors pcDNA3.1 (+) 
gesetzt. Durch die Verwendung der Oligonukleotide tpa_fwd und TMbackStop oder 
TMgp64back waren die Schnittstellen bereits eingefügt. Die gp120-, gp140- und 
C3d-VLP-Sequenzen wurden direkt nach dem SV40-Promotor (SV40, simian virus) 
einkloniert und durch Sequenzierung überprüft. Das für die Bildung der VLP notwendige 
HIV-1 Gag (syngagIIIB) wurde mit den Schnittstellen NheI und PmeI nach dem 
CMV-Promotor eingefügt. 
B.1.3.4 Herstellung der Flp-In-Konstrukte 
Für die Herstellung rekombinanter 293T- und CHO-Zelllinien, die die Proteine gp140TM 
bzw. hC3dTM stabil exprimieren, wurde das Flp-InTM-System (Invitrogen) verwendet. Ihr 
Genom enthält ein lacZ-Zeocin-Fusionsgen, das stabil integriert unter der Kontrolle des 
SV40-Promotors steht. Dem SV40-Promotor und dem ATG-Startkodon folgt eine 
FRT-Site, die als Bindungs- und Insertionsstelle für die Rekombinase fungiert. Der 
pcDNA5/FRT-Expressionsvektor (5.1 kb) enthält ebenfalls eine FRT-Site. Bei Kotrans-
fektion dieses Vektors mit dem pOG44-Flp-Rekombinase-Expressionsplasmids in Flp-In-
Säugerzellen wird so das Transgen durch homologe Rekombination gezielt in das Genom 
der Wirtszelle integriert. Zur Selektion stabil transfizierter Zellklone enthält der 
pcDNA5/ FRT-Vektor ein Hygromycinresistenzgen. Um rekombinante Zelllinien zu gene-
rieren, die stabil gp140TM bzw. hC3dTM auf der Oberfläche präsentieren, wurden die 
Konstrukte tpa1gp140TMHIV, HIVgp140TMHIV, tpa1hC3dTMHIV und tpa1hC3dTMgp64 über 
die Restriktionsschnittstellen 5´ NheI und 3´ PmeI in den Vektor pcDNA5/FRT ligiert und 
die fertigen Konstrukte in die Flp-In-Säugerzellen transfiziert (siehe B.2.4).  
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B.1.4 PCR-Techniken 
Mit Hilfe von Startermolekülen (Primern) wurden gezielt DNA-Fragmente amplifiziert (Saiki 
et al., 1985), gewünschte Stopkodons in Plasmid-DNA eingeführt, synthetische Gene 
kloniert sowie E. coli-Kolonien nach der Transformation auf positive Transformanden 
getestet. Die Durchführung der PCR-Analysen erfolgte in einem programmierbaren 
Thermocycler (Mastercycler Gradient Eppendorf) bzw. einem iCycler der Firma BioRad 
(München). Für alle in der Arbeit durchgeführten PCR-Analysen wurde entweder die 
Deep VentRTM-DNA-Polymerase (NEB) oder die TaqPlusTM Precision-DNA-Polymerase 
(Stratagene) verwendet.  
B.1.4.1 Standard-PCR 
Für Plasmid-DNA wurden folgende PCR-Standardbedingungen zur Amplifizierung von 
Fragmenten sowie zum Anfügen von Restriktionsstellen an den 5´- bzw. 3´-Bereichen der 
gewünschten Sequenz verwendet.  
Tabelle B.1: Standard-PCR-Protokoll 
Komponenten Volumen PCR-Bedingungen: Temperatur Zeit 
H2Odest 40,0 µl 1. Denaturierung 95°C 5 min 
dNTPs (10 mM , viermal je 2,5 mM) 1,0 µl    
5´Primer fwd (10 µM) 1,5 µl 2. Amplifizierung* 95°C 30 sec 
3´Primer rev (10 µM) 1,5 µl     („Annealing”) 55-68°C 30 sec 
Matrize (1 µg/µl); Kontrolle H2Odest 0,5 µl  72°C 30 sec- 
10-fach Puffer 5,0 µl   1 min 20 sec 
Deep Vent Polymerase (5 U/µl) 0,5 µl    
Endvolumen 50,0 µl 3. Elongation 72°C 5 min 
 * Schritt 2: 30 Zyklen 
Die „Annealing“-Temperatur der Oligonukleotide wurde mit dem Programm GeneRunner 
(Version 3.0) bestimmt und je nach eingesetztem Oligonukleotidpaar variiert. Je nach 
Länge der zu amplifizierenden Gensequenz wurde der dritte Abschnitt der Amplifizierung 
bei 72°C zeitlich angepasst. Als Faustregel wurde eine Minute pro 1000 Basenpaare 
veranschlagt. 
Der Test auf positive Transformanden wurde gemäß dem oben beschriebenen Standard-
PCR-Ansatz durchgeführt. Der Test erfolgte mit dem Qiagen-Mastermix (Qiagen, Hilden) 
und mit halbiertem Endvolumen (25 μl). 
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B.1.4.2 Gradienten-PCR 
Die Analyse von schwierig amplifizierbaren DNA-Fragmenten mit zwei spezifischen 
Primern erfolgte mittels Gradienten-PCR-Analysen. Dabei wurde die Primer-Annealing-
Temperatur bei jedem Zyklus um 0,3°C verringert und somit der geeignete 
Temperaturbereich zur Amplifikation des jeweiligen DNA-Fragments ermittelt.  
Tabelle B.2: Gradienten-PCR-Protokoll  
Komponenten Volumen PCR-Bedingungen: Temperatur Zeit 
H2Odest 40,0 µl 1. Denaturierung 95°C 4 min 
dNTPs (10 mM , viermal je 2,5 mM) 1,0 µl    
5´Primer fwd (10 µM ) 1,5 µl 2. „Gradienten-PCR“ 95°C 30 sec 
3´Primer rev (10 µM) 1,5 µl      Amplifizierung* 65°C-56°C 30 sec 
Matrize (1 µg/µl); Kontrolle H2Odest 0,5 µl  72°C 1 min 
10-fach Puffer 5,0 µl    
Deep Vent Polymerase (5 U/µl) 0,5 µl 3. Elongation 72°C 10 min 
Endvolumen 50,0 µl    
 * Schritt 2: 30 Zyklen 
B.1.4.3 PCR zur Synthese der HIV-Env-Signalsequenz 
Die Optimierung der Ausgangssequenz wurde von der Firma Geneart AG durchgeführt. 
Die Herstellung der synthetischen HIV-Env-Signalsequenz erfolgte in einer PCR-Reaktion 
durch Verbindung von partiell überlappenden Oligonukleotiden (siehe F.1) mit Hilfe der 
TaqPlusTM Precision Polymerase (Stratagene). Die Zusammensetzung eines 50 µl PCR-
Ansatzes und die Reaktionsbedingungen für die PCR-Zyklen sind in Tabelle B.3 
angegeben. 
Tabelle B.3: PCR-Protokoll für die Herstellung der HIV-1 Env-Signalsequenz 
Komponenten Volumen PCR-Bedingungen: Temperatur Zeit 
H2Odest 18,5 µl 1. Denaturierung 95°C 3 min 
dNTPs (10 mM , viermal je 2,5 mM) 1,0 µl    
5´Primer pf (100 µM ) 10,0 µl 2. „Gradienten-PCR“ 95°C 30 sec 
3´Primer pb (100 µM) 10,0 µl      Amplifizierung* 55°C 1 min 
Primer AL1-3, Am1-2 (10µM) 1,0 µl  72°C 45 sec 
10-fach Puffer 5,0 µl    
TaqPlusTM Prec Polymerase (5 U/µl) 0,5 µl 3. Elongation 72°C 5 min 
Endvolumen 50,0 µl    
 * Schritt 2: 30 Zyklen 
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B.1.5 Isolierung und Analyse genomischer DNA aus eukaryontischen Zellen 
Zur Untersuchung integrierter Plasmide wurde die genomische DNA aus stabil 
transfizierten Säugerzellen (siehe B.2.4) mit dem QIAamp Blood Mini Kit (Qiagen) nach 
Herstellerangaben isoliert. Dabei wurde das Protokoll für kultivierte Zellen verwendet. 
Anschließend wurde der Bereich des integrierten Transgens mit den Oligonukleotiden 
cenv981f/TMbackStop für HIVgp140TMHIV, hC3d1fwd/ TMgp64back für tpaC3dTMgp64 und 
hC3d1fwd/ TMbackStop für tpaC3dTM (siehe F.1) in einer Standard PCR-Analyse mit 
30 Zyklen amplifiziert. Die erhaltenen 1000 bp PCR-Fragmente konnten bezüglich ihrer 
Sequenz verifiziert werden. In alle PCR-Analysen zum Nachweis genomischer DNA 
wurde jeweils ein Fünftel der aufgereinigten genomischen DNA als Matrize eingesetzt.  
B.2 Zellkulturtechniken  
Sämtliche Zellkulturmedien und Zusätze stammten von PAN Biotech GmbH (Aidenbach), 
Invitrogen (GIBCOTM) oder Sigma (Deisenhofen). Alle verwendeten Chemikalien sind 
speziell für Zellkulturen getestet. Kulturgefäße für Zellen wurden von BD Biosciences 
(Heidelberg) bezogen. 
B.2.1 Kultivierung eukaryontischer Zelllinien  
Alle Säugerzelllinien wurden bei 37°C und 5%iger CO2-Atmosphäre kultiviert sowie nach 
Erreichen der Konfluenz im Verhältnis 1:10 subkultiviert (Ausubel, 1987).  
Die adhärent wachsende Kaninchen-Nierenzelllinie RK13 wurden ebenso wie die 
adhärent wachsenden Ad5/SV40-transformierten humanen Nierenepithelzellen 293T in 
Dulbecco’s Modifiziertem Eagle Medium (DMEM) mit L-Glutamin, D-Glucose (4,5 mg/ml), 
Natriumpyruvat, 10% inaktiviertem fötalem Kälberserum (FKS), Penicillin (100 U/ml) und 
Streptomycin (100 µg/ml) gezogen. Weiterhin wurden Flp-InTM-293T-Zellen (Invitrogen, 
R750-07) verwendet. Diese adhärent wachsenden Ad5/SV40-transformierten, humanen 
Nierenepithelzellen besitzen eine Kopie des Vektors pFRT/lacZeo, der stabil in ihr Genom 
integriert ist und exprimieren stabil das lacZ-Zeocin-Fusionsgen. Die Kultivierung der 
Flp-In-293T-Zellinie erfolgte in DMEM mit L-Glutamin, D-Glucose (4,5 mg/ml), Natrium-
pyruvat, 10% inaktiviertem FKS, Penicillin (100 U/ml) und Streptomycin (100 µg/ml). Als 
Selektionsmarker wurde dem Medium ZeocinTM (Invitrogen, Leek, Niederlande) mit einer 
Konzentration von 100 µg/ml zugegeben. Bei den Flp-InTM-CHO-Zellen (Invitrogen, R758-
07) handelt es sich um Zellen aus dem Ovar eines Hamsterweibchens der Gattung 
Cricetulus griseus (Chinesischer Hamster), in deren Genom eine Kopie des Vektors 
pFRT/lacZeo2 stabil verankert ist. Die adhärent wachsende Zelllinie wurde unter 
Verwendung des HAM´s F12 Mediums mit L-Glutamin, 10% inaktiviertem FKS, Penicillin 
(100 U/ml), Streptomycin (100 µg/ml) sowie mit ZeocinTM (100 µg/ml) als 
Selektionsmarker gezogen. Die adhärent wachsenden Zelllinien RK13 und Flp-InTM-CHO-
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Zellen wurden mittels Trypsin/EDTA vom Zellboden gelöst und nach Abstoppen der 
enzymatischen Reaktion in neue Kulturgefäße überführt. Die semiadhärent wachsenden 
293T- und Flp-InTM-293T-Zellen wurden vom Zellboden abgeklopft und nach Zugabe von 
neuem Medium in neue Zellkulturgefäße pipettiert. 
Die humanen B-Lymphom-Zelllinien Raji, Ramos und Em-LCL wurden in RPMI-1640 
Medium (PAN, Heidenheim) mit FKS (10%), Penicillin (100 U/ml) und Streptomycin 
(100 µg/ml) kultiviert. Diese eukaryontischen Suspensionszellen wurden freundlicherweise 
von Fritz Schwarzmann (RIMMH) zur Verfügung gestellt. 
B.2.2 Bestimmung der Lebendzellzahl 
Die Lebendzellzahl wurde mit Hilfe einer Neubauer-Zählkammer bestimmt. Hierzu wurden 
50 µl einer gründlich resuspendierten Zellkultur mit dem gleichen Volumen einer 0,5%igen 
Trypanblau-Lösung vermischt. Tote Zellen waren bei der nachfolgenden Mikroskopie 
durch eine deutliche Blaufärbung erkennbar. 
B.2.3 Transiente Transfektion eukaryontischer Zellen 
Die transiente Expression viraler Proteine in eukaryontischen Zellen wurde in der Regel 
durch Transfektion diverser eukaryontischer Expressionsplasmide auf der Basis von 
pcDNA3.1-Vektoren (Invitrogen) erzielt. Die Expression der in den Polylinker von 
pcDNA3.1 (5,4 kb) inserierten Fremdgene stehen hierbei unter der Kontrolle des 
konstitutiven hCMV-immediate early Promotors (hCMV, human cytomegalie virus). Die 
Polyadenylierung der Transkripte wird durch eine BGHpolyA-Signalsequenz (BGH, bovine 
growth hormone) initiiert. Zusätzlich trägt dieser Vektor ein Neomycin-Resistenzgen 
(NeoR), welches von einem SV40-Promotor und einem SV40-Polyadenylierungssignal 
flankiert wird. Im Vektor pcDNA3.1luc wurde das Neomycin-Resistenzgen durch ein 
firefly-Luciferase-Gen aus dem Vektor pGl2 (Promega) ersetzt.  
B.2.3.1 Calciumphosphat-Transfektionen 
1 × 106 bzw. 2,5 × 105 293T-Zellen wurden in Petrischalen (Fläche: 58,95 cm²) bzw. 
6-Napf-(well)-Schalen (Fläche: 9,6 cm²) ausgesät und 24 Stunden später durch Calcium-
phosphat (CaP)-Präzipitation (Graham & Eb, 1973) mit max. 45 µg (Petrischalen) bzw. mit 
max. 15 µg (6-well-Schalen) Plasmid-DNA transfiziert. Nach 8-12 Stunden wurde das Zell-
kulturmedium erneuert. Dabei wurde entweder DMEM (siehe B.2.1) für nachfolgende 
Western Blot-Analysen verwendet oder UltracultureTM-Medium (Cambrex, Walkersville, 
Maryland, USA) mit Penicillin (100 U/ml) und Streptomycin (100 µg/ml) für anschließende 
Bindungsversuche (siehe B.3.4.2). Zellen und Kulturüberstände wurden 48 Stunden post 
transfectionem geerntet. Bei Zeitverlaufsexperimenten wurden Zellen und Zellüberstände 
in regelmäßigen Abständen zwischen 24 h und 72 h nach Transfektion geerntet. Die 
Details der Ernte sind im Abschnitt der Proteinexpressionsanalysen beschrieben (B.3).  
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Für die Herstellung gp120-präsentierender RK13-Zellen zur Immunisierung der Kaninchen 
(B.4.4) wurden 1,8 × 106 RK13-Zellen in acht Petrischalen ausgesät und 24 h später 
durch Calciumphosphat-Präzipitation (Graham & Eb, 1973) mit 45 µg pDisplay_tpa1gp120 
transfiziert. Nach 14 Stunden wurde das Zellkulturmedium DMEM erneuert. 
Achtundvierzig Stunden post transfectionem wurden die Kulturüberstände verworfen, die 
Zellen pro Petrischale mit 2 ml Trypsin/EDTA abgelöst und nach zweimaligem Waschen 
in DMEM wurden jeweils die Zellen von zwei Petrischalen in 1 ml DMEM aufgenommen. 
Nach Überprüfung im FACS trugen 20% der RK13-Zellen nach der Transfektion gp120 
auf ihrer Oberfläche (B.3.4.1). Pro Kaninchen wurden 1 ml Zellen in DMEM für die 
Immunisierung verwendet (B.4.4). 
B.2.3.2 Fugene-Transfektionen 
2 × 105 293T-Zellen in 6-well-Schalen wurden mit Hilfe von FugeneTM 6 transfection 
reagent (Boehringer, Mannheim) mit 3-6 µg Plasmid DNA nach Herstellerangaben 
transfiziert. Zellen und Kulturüberstände wurden 48 Stunden nach Transfektion geerntet. 
B.2.4 Herstellung stabiler eukaryontischer Zellen (Flp-InTM-System) 
B.2.4.1 Stabile Transfektion der Flp-InTM-Zellen 
Zunächst wurden 1,5 × 105 Zellen (für CHO Flp-InTM) bzw. 2,5 × 105 Zellen (für 
293T Flp-InTM) in 6-well-Schalen (Fläche: 9,6 cm²) ausgesät und die Zellen in dem 
jeweiligen Medium (siehe B.2.1) mit Zeocin-Zusatz (100 µg/ml) über Nacht kultiviert. Eine 
Stunde vor Transfektion wurde das Zeocin-enthaltende Kulturmedium der Zellen 
abgesaugt und gegen Zeocin-freies Medium ausgetauscht. 24 Stunden nach dem 
Aussäen wurden die ca. 80% konfluenten Zellen durch FugeneTM 6 (Boehringer) mit 10 µg 
Plasmid-DNA transfiziert. Dabei wurden das Flp-Rekombinase-Expressionsplasmid 
pOG44 und der das Transgen beeinhaltende Vektor pcDNA5/FRT im Verhältnis 9:1 in die 
Transfektion eingesetzt, um einen Überschuss an Flp-Rekombinase zu gewährleisten. Die 
Integration des Expressionsvektors pcDNA5/FRT ins Genom der Wirtszelllinie erfolgt an 
die Stelle des lacZZeocin-Fusionsgens. Dies führt zum Funktionalitätsverlust des 
lacZZeocin-Gens. Daher wurde nachfolgend nur Zeocin-freies Medium verwendet. Zwölf 
bis 14 Stunden (Flp-InTM-CHO-Zellen) bzw. 8 Stunden (Flp-InTM-293T-Zellen) nach 
Transfektion erfolgte ein weiterer Medienwechsel auf Zeocin-freiem Kulturmedium.  
B.2.4.2 Kultivierung der stabil transfizierten Flp-InTM-Zellen 
Nach Erreichen der Konfluenz wurden die stabil transfizierten Zellen parallel in 
Zeocinfreiem Medium sowie in Standardmedium mit HygromycinB (PAA, Pasching, 
Austria) kultiviert. Dabei wurde für Flp-InTM-CHO-Zellen eine Anfangskonzentration von 
100 µg/ml HygromycinB gewählt. Für Flp-InTM-293T-Zellen wurden dem Medium anfangs 
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12,5 µg/ml HygromycinB zugegeben. Die Zellen wurden erstmals mit dem Hygromycin-
medium überschichtet, nachdem die Zellen sich am Boden der 6-well-Schale abgesetzt 
hatten. Durch schrittweise Erhöhung der Hygromycinkonzentration (jeweils um 100 µg/ml 
bei CHO- bzw. 12,5 µg/ml bei Flp-InTM-293T-Zellen) wurden die Zellen auf über 90% Env- 
bzw. C3d-positive Zellen selektioniert. Dabei wurde für Flp-InTM-CHO-Zellen eine 
Endkonzentration von 500 µg/ml HygromycinB im Medium ermittelt während Flp-InTM-
293T-Zellen bei einer Hygromycinkonzentration von 100 µg/ml stabil kultiviert wurden. Die 
unterschiedliche Hygromycintoleranz der beiden Zelllinien ist dabei laut Hersteller auf das 
Vorliegen des Resistenzgens in transkriptionell unterschiedlich aktiven Bereichen des 
Genoms zurückzuführen. Die Zelllinien wurden in dem jeweiligen Standardmedium mit 
500 µg/ml bzw. 100 µg/ml Hygromycin gezogen und nach Erreichen der Konfluenz 
zweimal pro Woche im Verhältnis 1:10 subkultiviert. 
B.2.4.3 Überprüfung der stabilen Integration 
Bei erfolgreicher Integration des Expressionsvektors pcDNA5/FRT ins Zellgenom kommt 
es zur Zerstörung des lacZ-Gens. Das Genprodukt des lacZ-Gens, die ß-Galaktosidase, 
kann das farblose Substrat X-Gal (5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-ß-D-Galaktosid) spalten und 
in das tiefblaue 5-Brom-4-Chlor-Indigo umsetzen. Mit dieser Färbung kann so die 
Zerstörung des lacZ-Gens und die erfolgreiche Rekombination nachgewiesen werden. Für 
die Färbung wurden die adhärenten Zellen in 6-wells bis zur Konfluenz kultiviert, mit ca. 
1 ml PBS (phosphate buffered saline) gewaschen und mit 1 ml 4%igem Formaldehyd (in 
PBS) fixiert. Nach zehnminütiger Inkubation wurden die Zellen erneut vorsichtig mit PBS 
gewaschen, mit 1 ml frisch hergestellter Färbelösung (5 mM K3(Fe-III-(CN)6), 5 mM 
K4(Fe-II-(CN)6), 2 mM MgCl2 und 1 mg/ml X-Gal in PBS) überschichtet und für 4 Stunden 
bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde die Färbelösung abgenommen, die Zellen mit 
PBS überschichtet und die Blaufärbung unter dem Mikroskop beobachtet und protokolliert 
(Lim & Chae, 1989). Die Mikroskopie wurde an einem LEICA-DMR-Mikroskop (Leica 
Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Bensheim) mit einer Canon PowerShot-S45-Kamera 
(Canon, Amsterdam) durchgeführt (Vergrößerung: 40-100fach). Dabei wurde eine Be-
lichtungszeit von 0,1 sec und eine Blende von 8,0 gewählt.  
B.2.5 Präparation peripherer mononukleärer Blutzellen (PBMC) 
B.2.5.1 Präparation humaner PBMC 
Zur Isolierung der PBMC (peripher blood mononuclear cells), einer Mischung der 
mononukleären Blutzellen (Monozyten, B- und T-Lymphozyten, NK-Zellen), wurden aus 
Blutkonserven (buffy coats) je 12,5 ml Blut in ein Falcon-Röhrchen (Greiner Bio-One, 
Frickenhausen) überführt, mit P2 (PBS, 2% FKS) auf 35 ml aufgefüllt und durch leichtes 
Schwenken vermischt. Parallel dazu wurden bei Raumtemperatur 15 ml Ficoll (PAN 
Biotech, Aidenbach) in PBMC-Separations-Falcon-Röhrchen gegeben und eine Minute 
bei Raumtemperatur und 300 × g abzentrifugiert. Im Anschluss daran wurde die 
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Ficollschicht im Röhrchen mit 30 ml des verdünnten Blutes überschichtet und zentrifugiert 
(30 Minuten, 1000 × g, ohne Bremse). Dabei sedimentierten die roten Blutkörperchen und 
die Granulozyten, während sich die Lymphozyten, Monozyten und Makrophagen direkt 
über der Ficollschicht sammelten. Das darüberliegende Plasma wurde verworfen und der 
Lymphozytenring abgenommen und in ein neues 50 ml Falcon-Röhrchen überführt. Nach 
zweimaligem Waschen mit 45 ml P2-Puffer (10 Minuten, 677 × g) wurde das Pellet in 1 ml 
MACS-Puffer (PBS, 0,5% BSA, 2 mM EDTA) aufgenommen und die Lebendzellzahl 
bestimmt. 
B.2.5.2 Präparation von PBMC aus Kaninchenblut  
Zur Isolierung der PBMC aus Kaninchen wurden 10 ml des Blutes in ein Falcon-Röhrchen 
überführt, mit P2 (PBS, 2% FKS) auf 35 ml aufgefüllt und durch leichtes Schwenken 
vermischt. Alle weiteren Schritte erfolgten wie in B.2.5.1 beschrieben. Siehe auch (Speck 
et al., 1998).  
B.2.6 Isolierung von humanen B-Lymphozyten 
Die Isolierung von CD19-positiven B-Lymphozyten aus den aufgereinigten PBMC (siehe 
B.2.5.1) erfolgte mittels negativer Depletion. Dazu wurde für die magnetische Separation 
(Magnetic Cell Separation, MACS) das humane B Cell Isolation Kit II (Miltenyi Biotec, 
Bergisch Gladbach) verwendet, das ein Gemisch aus Antikörpern gegen Oberflächen-
marker aller in PBMC vorkommenden Zelltypen außer den CD19-positiven Lymphozyten 
enthält. 
B.2.7 Stimulation von humanen B-Zellen und B-Zellklonen 
Die CD21-Expression nach unspezifischer Stimulation wurde an den Zelllinien Raji, 
Ramos, Em-LCL und den aufgereinigten B-Zellen (siehe B.2.6) getestet. Für die 
Stimulation wurden in jeden Napf einer 6-well-Mikrotiterplatte (Greiner Bio-One, Solingen) 
5-10 × 105 Zellen eingesetzt und diese für 60 Stunden mit IL-2/ PHA, IL-2/ PMA oder 
IL-2/ SAC stimuliert. Pro well wurde mit 20 ng IL-2 (Interleukin-2, Roche) und 10 µg PMA 
(Phorbol 12-myristate 13-acetate, Sigma, Deisenhofen) bzw. PHA (Phytohämagglutinin, 
Sigma) oder 10 ng IL-2 und 0,625 µl SAC (Pansorbin Staphylococcus aureus cells, 
Sigma) (entspricht einer Verdünnung von 1:5000) stimuliert. Nach der Stimulation wurde 
die Expression von CD21 auf der Oberfläche der stimulierten B-Zellen mittels FACS-
Messungen (fluorescence activated cell sorting) überprüft (B.3.4.1). Für die Messungen 
wurden die Zellen direkt von den 6-well-Platten in FACS-Röhrchen (Sarstedt, Nürnbrecht) 
überführt, mit FACS-Puffer (PBS mit 1% FKS, 0,1% NaN3) gewaschen und anschließend 
mit dem hCD21-spezifischen Antikörper FR5A10 no. 09837 (Dianova, Hamburg) und 
einem PE-gekoppelten anti-Maus Antikörper no. R0439 (DAKO, Hamburg) gefärbt und im 
FACS vermessen. Mit den aufgereinigten humanen B-Zellen wurde nur eine Stimulation 
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(IL-2/ PHA) angesetzt, da der Hintergrund mit anti-Maus PE sehr hoch war und getestet 
werden sollte, ob sich die unspezifischen Signale nach Stimulation verringern.  
B.3 Analyse und Aufreinigung der transienten und der stabilen 
Proteinexpression 
B.3.1 Quantitative Bestimmung der Proteinkonzentration der Zelllysate  
Die Bestimmung der Gesamtproteinmenge in den aufbereiteten Zelllysaten (siehe B.3.2) 
erfolgte nach der Methode von Bradford (Bradford, 1976) und wurde unter Verwendung 
des Bio-Rad Protein Assay Reagent (Bio-Rad, München) nach Angaben des Herstellers 
durchgeführt. Die Proteinmenge wurde mit Hilfe einer BSA-Standardkurve bestimmt. 
B.3.2 Quantifizierung des HIV-1-Hüllproteins im ELISA 
Um die Menge an HIV-1-Hüllprotein in Zelllysaten zu bestimmen, wurden die transfizierten 
293T-Zellen einmal mit kaltem PBS (10 mM Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4, 137 mM NaCl, 
2,7 mM KCl) gewaschen, mit kaltem PBS abgespült, 5 Minuten bei 300 × g abzentrifugiert 
und in Radioimmunoprecipitation analysis (RIPA)-Puffer (50 mM Tris-HCl, pH 8,0, 
150 mM NaCl, 0,1% SDS (w/v), 1% Nonidet P-40 (w/v), 0,5% Natriumdesoxycholat (w/v)) 
nach Zusatz von Proteaseinhibitoren (Complete Minis, Roche) 20 Minuten auf Eis lysiert. 
Unlösliche Bestandteile des Zelllysates wurden 3 Minuten bei 10.000 × g und 4°C abzen-
trifugiert und die so erhaltenen Zelllysate direkt in den HIV-1-ELISA eingesetzt. Um die 
Menge an HIV-1-Hüllprotein im Kulturmedium zu quantifizieren, wurden die Überstände 
5 Minuten bei 300 × g zentrifugiert, in ein neues Gefäß überführt und in den HIV-1-Env-
ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) eingesetzt.  
Zur Quantifizierung des gebildeten gp120-Proteins in Zelllysaten und Kulturüberständen 
wurden die Proben auf Trockeneis zum Kooperationspartner Simon Jeffs (Imperial 
College, London, UK) geschickt. Mit Hilfe eines rekombinanten gp140CN54-Protein-
standards wurden die Zelllysate und Überstände dort in einem spezifischen α-gp120 
ELISA quantifiziert Methode nach (Sheppard et al., 2007). Alle Proben wurden dabei so 
verdünnt, dass die Messwerte im linearen Bereich der Eichkurve lagen. Für den ELISA 
wurde entweder der polyklonale Antikörper ARP422 oder der monoklonale Antikörper 
1006-15D eingesetzt (siehe Tabelle B.4). 
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B.3.3 Analyse der transienten Proteinexpression  
B.3.3.1 Western Blot 
Die Kulturüberstände der transfizierten Zellen wurden vorsichtig abgenommen, Zell-
bestandteile bei 300 × g für 4 Minuten abzentrifugiert, in neue Gefäße überführt und 
schließlich bei 4°C gelagert. Die verbliebenen transfizierten 293T-Zellen wurden einmal 
mit kaltem PBS gewaschen, in kaltem PBS abgespült, 5 Minuten bei 300 × g 
abzentrifugiert und in RIPA-Puffer 20 Minuten auf Eis lysiert. Unlösliche Bestandteile des 
Zelllysates wurden 3 Minuten lang bei 10 000 × g und 4°C abzentrifugiert. Die Gesamt-
proteinmenge des Kulturüberstandes und der Zelllysate wurde mit dem Bio-Rad Protein 
Assay (Bio-Rad, München) nach Herstellerangaben bestimmt. Die Proben wurden mit 5 ×
 Probenpuffer (Laemmli, 1970), versetzt und 5 Minuten auf 95°C erhitzt. Es wurden 
jeweils 50 µg Gesamtprotein entsprechend ihrem Molekulargewicht über ein SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt (Schagger & von Jagow, 1987) und auf eine Nitrocellulose-
Membran (0,45 µm) (Schleicher & Schuell, Dassel) transferiert. Zur Kontrolle des 
Transfers und zum Anzeichnen des Molekulargewichtsstandards (Bio-Rad, München) 
wurden die Proteine reversibel mit Ponçeau S (0,5 g Ponçeau S, 25 ml Eisessig auf 
500 ml H2O) angefärbt. Die Absättigung unspezifischer Bindungsstellen erfolgte über 
Nacht bei 4°C in Blockierungspuffer (5% Magermilchpulver in TBS (Tris-buffered saline: 
20 mM Tris-HCl pH 7,5, 500 mM NaCl)). Die aufgetrennten Proteine wurden daraufhin 
spezifisch mit Hilfe in TBS-Puffer verdünnten Primär-Antikörpern und anschließend mit 
alkalische-Phosphatase (AP)-konjugierten, sekundären Antikörpern (vgl. Tabelle B.4) 
nach herkömmlichen Methoden detektiert und analysiert (Sambrook et al., 1989). Die 
Antikörper-Antigen-Komplexe auf den Membranen wurden über AP-Färbung mit 
NBT/BCIP (Roche) in AP-Färbepuffer (100 mM Tris-HCl pH 9,5, 50 mM MgCl2, 100 mM 
NaCl) nach Herstellerangaben detektiert.  
Tabelle B.4: Auflistung der verwendeten Western Blot-Antikörper  
Antikörper Herkunft Verdünnung Beschreibung 
Primäre Antikörper    
α-gp120, ARP422 MRC 1:5000 Kaninchen, polyklonal gp120 C-clade 
α-gp120, 1006-D Suzan Zolla-Pazner 1:500 Murin monoklonal gp120 C-clade 
α-hC3d, ab17453 Abcam 1:1000 Murin monoklonal human C3d 
13/5  1:1000 Murin monoklonal p24/55IIIB  
    
Sekundäre Antikörper    
α-Maus-AP Biorad, München 1:1000  
α-Kaninchen-AP DAKO, Hamburg 1:2000  
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B.3.3.2 Luciferasereporter-Assay 
293T-Zellen wurden 48 Stunden post transfectionem mit 1 ml eiskaltem PBS gewaschen 
und anschließend mit 200 µl 1 × CCLR lysis buffer (Promega, Mannheim) nach Hersteller-
angaben aufgeschlossen. Unlösliche Zellbestandteile wurden pelletiert (10.000 × g, 
1 Minuten, 4°C). Der Gesamtproteingehalt des Zelllysates wurde mit Hilfe des Bio-Rad 
Protein Assay (Bio-Rad) bestimmt. Der Luciferase-Assay (Luciferase Assay System, 
Promega) wurde mit 50 µg Gesamtprotein nach Herstellerangaben durchgeführt und die 
Lichtreaktion durch Zugabe von je 100 µl Luciferin gestartet. Die Luciferaseaktivität wurde 
durch Messung der Lichtemission über einen Zeitraum von 10 sec im Luminometer Lumat 
9501 (Berthold, Bad Wildbach) quantifiziert. 
B.3.4 FACS-Analysen 
B.3.4.1 Quantifizierung der Expression von Oberflächenantigenen 
Zum Nachweis der Expression von CD21 auf B-Zellen, hC3d auf stabil transfizierten 
293T-Zellen bzw. CHO-Zellen und gp120 auf transient transfizierten RK13-Zellen wurde 
eine FACS-Analyse durchgeführt. Dazu wurden ca. 1-4 × 106 Zellen mit den jeweiligen 
Antikörpern für eine Stunde bei Raumtemperatur gefärbt. Für die Detektion von CD21 
wurde ein monoklonaler α-CD21 Antikörper (Dianova, Hamburg) in einer Verdünnung von 
1:50 in FACS-Puffer (PBS, 1% FKS, 1 mg/ml NaN3) eingesetzt. Der Nachweis des 
exprimierten humanen C3d-Proteins erfolgte unter Verwendung des monoklonalen 
Mausantikörpers ab17453 (abcam, Cambridge, UK) ebenfalls in einer 1:50-Verdünnung. 
Als sekundärer Antikörper wurde jeweils ein PE-gekoppelter Anti-Maus-Antikörper 
(BioRad, München) in einer Verdünnung von 1:50 verwendet. Nach der Aufreinigung der 
B-Zellen aus PBMC durch MACS-Separation (siehe B.2.6) wurde die erreichte Reinheit 
mittels eines PE-gekoppelten α-CD19-Antikörpers (BD Pharmingen, Heidelberg) überprüft 
(1:50 Verdünnung). Für die Detektion von exprimiertem gp120 auf der Oberfläche von 
RK13-Zellen (B.2.3.1) wurde polyklonales Kaninchenserum (α-gp120-Antikörper ARP422) 
1:50 verdünnt in FACS-Puffer als Primärantikörper und α-Kaninchen-Antikörper PE-
gekoppelt (DAKO) in einer 1:50 Verdünnung als Sekundärantikörper eingesetzt. Zwischen 
den einzelnen Schritten wurde jeweils zweimal mit 250 µl FACS-Puffer gewaschen. Nach 
den Färbungen wurden die Zellen in je 1 ml FACS-Puffer aufgenommen und vermessen. 
Die Experimente wurden an einem FACScalibur-Gerät der Firma BD Bioscience Clontech 
(Heidelberg) durchgeführt, wobei insgesamt 20.000 Zellen gemessen wurden. Die 
resultierenden Daten wurden mit Hilfe des Programmes WinMDI, Version 2.8, 
ausgewertet. Die verwendeten Antikörper sind in Tabelle B.4 aufgelistet. 
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B.3.4.2 Nachweis der Bindung von hC3d an CD21 auf Raji-B-Zellen 
Für den Nachweis der Bindung von hC3d3 und dem Fusionsprotein gp120hC3d3 an den 
Rezeptor CD21 auf Raji B-Zellen wurden für jede Färbung ca. 3 x 106 Zellen pelletiert 
(300 × g, 5 Minuten), zweimal mit 200 µl FACS-Puffer gewaschen und schließlich in 50 µl 
FACS-Bindungspuffer (50 mM Phosphatpuffer mit 75 mM NaCl, pH7,4 aus (Guthridge et 
al., 2001) und persönliche Kommunikation mit Michael Holers, University of Colorado, 
Colorado, USA) aufgenommen. Für die Bindung wurden 150 µl von frisch gewonnenen 
FKS-freien 293T-Zellkulturüberständen, je nach Transfektion mit tpa1hC3d3, tpa1gp120 
und tpa1gp120hC3d3, bei 300 × g für 5 Minuten geklärt und direkt eingesetzt. Nach einer 
Inkubationsphase von 2 Stunden bei Raumtemperatur (RT) wurden die Zellen 
abzentrifugiert (600 × g, 1 Minute), zweimal mit 200 µl FACS-Bindungspuffer gewaschen 
und in 50 µl FACS-Bindungspuffer aufgenommen. Die Detektion des gebundenen hC3d3 
und gp120hC3d3 erfolgte durch Zugabe des α-hC3d-Antikörpers ab17453 (Abcam) im 
Verhältnis 1:50 in FACS-Bindungspuffer für eine Stunde bei RT. Die Detektion des 
gebundenen gp120hC3d3 erfolgte durch Zugabe des vorbehandelten α-gp120-Antikörpers 
ARP422 (MRC, USA) im Verhältnis 2:1 für eine Stunde bei RT. Für die Vorbehandlung 
wurde der α-gp120-Antikörper für 2 Stunden bei RT mit 1 x 107 Raji-B-Zellen in PBS in 
einem Volumenverhältnis von 1:10 inkubiert, um unspezifisch bindende Antikörper zu 
entfernen. Anschließend wurden die Zellen bei 300 × g für 2 Minuten abzentrifugiert und 
der Überstand für die Färbung eingesetzt. Nach weiteren zwei Waschschritten (siehe 
oben) wurde der sekundäre PE-gekoppelte α-Maus-Antikörper (BioRad) für die Detektion 
des α-hC3d-Antikörpers und der sekundäre PE-gekoppelte α-Kaninchen-Antikörpers 
(DAKO) für die Detektion des α-gp120-Antikörpers im Verhältnis 1:50 in FACS-Bindungs-
puffer eingesetzt. Nach Inkubation von einer Stunde bei RT im Dunkeln wurden die Zellen 
nochmals gewaschen, in 1 ml FACS-Puffer aufgenommen und sofort im FACS 
vermessen. Neben dem Kulturüberstand der mit tpa1gp120-transfizierten Zellen wurden 
die einzelnen Antikörper und eine Isotypkontrolle als Negativkontrollen eingesetzt. Die 
verwendeten Antikörper sind in Tabelle B.4 aufgelistet. 
B.3.4.3 Lebendfärbung 
Zunächst wurden 3-5 x 106 Zellen pelletiert (300 x g, 5 Minuten) und in 1 ml FACS-Puffer 
ohne Natriumazid (PBS, 1% FKS) aufgenommen. Der Ansatz wurde geteilt und 0,5 ml der 
Zellsuspension mit 1 ml Propidiumjodid (PrI)-Arbeitslösung (1 μg/ml) versetzt. Nach 
erneuter Zentrifugation (300 x g, 2 Minuten) wurde der Überstand abgesaugt, und die 
Propidiumjodid gefärbten Zellen in 0,5 ml FACS-Puffer resuspendiert. Als Vergleich 
dienten 0,5 ml der ungefärbten, im FACS-Puffer gelösten Zellen. In nachfolgenden FACS-
Analysen konnte mit Hilfe PrI-gefärbter, toter Zellen die Population lebender Zellen be-
stimmt werden.  
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B.4 Immunisierungen 
B.4.1 Versuchstiere und Haltung 
Für die in dieser Arbeit durchgeführten Immunisierungsstudien wurden weibliche Mäuse 
(Charles River, Sulzfeld) der Inzuchtrasse Balb/C im Alter von 40-45 Tagen verwendet. 
Zudem wurden weibliche Kaninchen der Rasse New Zealand White im Alter von 
6-8 Wochen und mit 1,5 kg Gewicht immunisiert. Die Mäuse wurden in der Tierversuchs-
anlage H4 des Universitätsklinikums Regensburg gehalten. Die Fa. Davids Biotechnologie 
(Burgweinting) pflegte die Kaninchen und führte die Immunisierungen durch. 
B.4.2 Herstellung endotoxin-freier Plasmid-DNA 
Zur Vermeidung von Kontaminationen durch immunmodulatorische, bakterielle 
Lipopolysaccharide (LPS), wurde die bakterielle Plasmid-DNA für die in vivo-Studien im 
Mega- bzw. Giga-Maßstab unter Verwendung des „Endotoxin-free DNA preparations“-Kit 
nach Angaben des Herstellers präpariert (Qiagen) und in einer Konzentration von 1 µg/µl 
in sterilem PBS (ohne Ca2+- und Mg2+-Ionen) aufgenommen.  
B.4.3 DNA-Immunisierung der Balb/C-Mäuse 
Die Versuchstiere wurden im Alter von 8 Wochen immunisiert. Zur intramuskulären 
Immunisierung (i.m.) wurden die Tiere zunächst mittels des Inhalationsnarkotikums 
Isoflurane (Baxter, Unterschleißheim) betäubt. Nach Rasur der Einstichstelle wurden je 
50 µl der entsprechend konzentrierten Plasmid-DNA in PBS langsam in beide 
Hinterbeinmuskeln (tibialis anterior) injiziert. Nach der Grundimmunisierung wurden die 
Mäuse nach 5 und nach 12 Wochen erneut immunisiert (Auffrischimpfung bzw. Boost-
Immunisierung). 
B.4.4 Immunisierung der New-Zealand-White-Kaninchen 
Die Versuchstiere wurden im Alter von 6-8 Wochen bei einem Gewicht von ca. 1,5 kg 
immunisiert. Dazu wurde den Tieren intramuskulär 0,5 ml der entsprechend 
konzentrierten Plasmid-DNA (2 mg/ml in PBS) langsam in einen Hinterfußmuskel injiziert. 
Nach der Grundimmunisierung wurden die Kaninchen nach 3, 6 und 9 Wochen erneut mit 
DNA immunisiert. Die intramuskulären Immunisierungen erfolgten abwechselnd in den 
rechten bzw. linken Hinterfußmuskel. Nach 20 Wochen erfolgte die erste Protein-
immunisierung mit 1 × 106 gp120-exprimierenden RK13-Zellen (1 ml pro Kaninchen, siehe 
B.2.3.1). Nach 40 Wochen erfolgte die zweite mit 45 µg und nach 42 Wochen die dritte 
Proteinimpfung mit 5 µg gereinigtem gp140CN54 (Simon Jeffs, London, UK) zusammen mit 
dem Adjuvans TiterMax® (Norcross, Georgia, USA) subkutan an der gleichen Stelle.  
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B.4.5 Analyse der humoralen Immunantwort 
B.4.5.1 Serumgewinnung 
Den immunisierten Mäusen wurde eine Woche vor der Grundimmunisierung und jeweils 
eine Woche nach der ersten und der zweiten Auffrischimpfung durch Anritzen der 
Schwanzvene mit einem sterilen Skalpell 100-500 µl Blut entnommen. Die Blutentnahme 
wurde dabei durch Erwärmen der Mäuse mittels einer Rotlichtlampe (5-10 Minuten) 
erleichtert. Den immunisierten Kaninchen wurde sofort (Präimmunseren) und nach 14, 24, 
45, 49 und 63 Wochen durch Anritzen der Ohrvenen mit einem sterilen Skalpell 0,5-1 ml 
Blut entnommen. Zur Serumgewinnung wurde das Blut zunächst eine Stunde bei 37°C 
inkubiert, dann 30 min zur Agglutination der Blutzellen auf Eis gestellt. Der Überstand 
wurde nach einmaliger Zentrifugation (20.800 x g, 4°C, 10 Minuten) als Serum gewonnen 
und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert. 
B.4.5.2 Bestimmung Env-spezifischer Antikörpertiter 
Zur Bestimmung der absoluten EnvCN54-spezifischen Ig-Antikörpertiter wurden 
mitteladsorbierende 96-well-Platten (Nunc, Wiesbaden) über Nacht bei 4°C mit 50 µl pro 
Vertiefung in einer Konzentration von je 1 µg rekombinant hergestelltem Envgp140CN54 
Protein (Simon Jeffs, Imperial College, London, UK) in 1 ml 0,1 M Karbonatpuffer (pH 8,3) 
beschichtet. Nach dreimaligem Waschen mit Waschpuffer (PBS) wurden die Platten mit je 
100 µl Blockierlösung (PBS, 2% BSA) pro Vertiefung eine Stunde bei RT inkubiert. Die 
Verdünnung der Tierseren erfolgte seriell in Verdünnungspuffer (PBS, 1% BSA) von 1:100 
bis 1:102.400. Nach erneutem dreimaligem Waschen wurden je 50 µl der entsprechenden 
Verdünnungen in die Vertiefungen der 96-well-Platten pipettiert und eine Stunde bei 37°C 
inkubiert. Anschließend wurden die Platten 3 × mit Waschpuffer gewaschen und mit je 
50 µl eines in Verdünnungspuffer verdünnten HRP-Antikörpers eine Stunde bei RT 
inkubiert. Für die Detektion wurden die in Tabelle B.5 beschriebenen Antikörper in den 
angegebenen Verdünnungen verwendet. Nach erneutem dreimaligem Waschen wurden 
je 50 µl TMB-Substratlösung (BD Pharmingen) zugegeben. Nach ca. 15 Minuten Farbent-
wicklung bei Raumtemperatur und Dunkelheit wurde die Reaktion mit je 50 µl 
0,5 M H2SO4 abgestoppt und die Adsorption bei einer Wellenlänge von 450 nm im 
Photometer gemessen. Der Antikörpertiter des jeweiligen immunisierten Versuchstieres 
wurde als Endpunkt derjenigen reziproken Verdünnung definiert, deren OD um den zwei- 
bis dreifachen Wert eines parallel gemessenen Wertes des Negativserums (z.B. 
Präimmunserum) dergleichen Verdünnung auf derselben Mikrotiterplatte erhöht war. Die 
Bestimmung der absoluten anti-gp120 Antikörpertiter im Mausexperiment übernahm 
Simon Jeffs, die der Kaninchen und die spezifische Bestimmung der IgG1- und IgG2a-
Antikörpertiter wurde selbst durchgeführt. 
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Tabelle B.5: Auflistung der verwendeten ELISA-Antikörper 
Antikörper Herkunft Verdünnung Beschreibung 
Kaninchen    
α-Kaninchen Ig gesamt Pierce, Illinois, USA 1:1000 HRP-gekoppelt 
    
Maus    
α-Maus Ig gesamt DAKO, Hamburg 1:2000 HRP-gekoppelt 
α-Maus IgG1 Pharmingen, Heidelberg 1:1000 HRP-gekoppelt 
α-Maus IgG2a Pharmingen, Heidelberg 1:1000 HRP-gekoppelt 
B.4.5.3 Bestimmung hC3d-spezifischer Antikörper 
Die Bestimmung von hC3d-spezifischen Antikörpern im Serum erfolgte durch Inkubation 
der Seren mit membrangebundenem hC3d3. Vom Zelllysat oder vom Kulturüberstand 
tpa1hC3d3-transfizierter 293T-Zellen wurde 50 µg Gesamtprotein oder 30 µl Überstand 
auf ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen und ein Western Blot durchgeführt (siehe 
B.3.3.1). Der Blot wurde in einzelne Streifen zerschnitten, wobei jeder Streifen ca. 50 µg 
Gesamtprotein von hC3d3 enthielt und einer Auftragungstasche entsprach. Diese Streifen 
wurden dann für eine Stunde bei RT mit 5% Milchpulver in TBS (20 mM Tris-HCl pH 7,5, 
500 mM NaCl) blockiert. Nach dreimaligem Waschen mit TBS wurden die Blotstreifen mit 
den vereinigten Seren der Mausgruppen (jeweils 6 Mäuse) in einer Verdünnung von 1:20 
in TBS und den einzelnen Kaninchenseren in einer Verdünnung von 1:80 in TBS für 
12 Stunden bei 4°C inkubiert. Die Färbung erfolgte durch 1:2.000 in TBS verdünnte 
sekundäre Antikörper anti-Maus AP (Biorad) und anti-Kaninchen AP (DAKO). Die 
Antikörper-Antigen-Komplexe auf den Membranen wurden über AP-Färbung mit 
NBT/BCIP (Roche) in AP-Färbepuffer (100 mM Tris-HCl pH 9,5, 50 mM MgCl2, 100 mM 
NaCl) nach Herstellerangaben detektiert.  
B.4.5.4 Analyse von B-Gedächtniszellen immunisierter Kaninchen 
B.4.5.4.1 In vitro-Restimulation der peripheren mononukleären Blutzellen (PBMC) 
B-Gedächtniszellen liegen in Säugetieren in der Regel nur in geringem Maß im Blut vor 
und differenzieren erst nach Stimulation zu stark antikörpersezernierenden Plasmazellen 
(Crotty et al., 2004). Um B-Gedächtniszellen zu stimulieren wurde den Kaninchen jeweils 
10 ml Blut entnommen und wie in B.2.5.2 beschrieben PBMC isoliert. 2 × 106 PBMC 
wurden pro 24-well-Schale ausgesät und mit Hilfe von IL-2 (10 ng) und SAC (1:5.000) 
5 Tage lang bei 37°C und 5%iger CO2-Atmosphäre stimuliert. Für die Stimulation wurden 
mehrere Protokolle als Vorlage verwendet: (Corcoran et al., 2004; Crotty et al., 2004; 
Malaspina et al., 2005; Nanan et al., 2002). 
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B.4.5.4.2 ELISPOT zur Bestimmung der B-Gedächtniszellen 
Zur Bestimmung der Anzahl IgG-sezernierender Zellen nach in vitro-Restimulation der 
PBMC mit IL-2 und SAC wurde zunächst die mit Nitrocellulose beschichtete 96-well-
Kulturplatte MAHA-S45 (Millipore, Eschborn) mit 100 µl eines 1:1.000 in PBS verdünnten 
Anti-rabbit IgG capture-Antikörpers R96 mit der Konzentration 5 µg/ml (Sigma, 
Deisenhofen) über Nacht (ÜN) bei 4°C inkubiert. Zur Bestimmung der Anzahl α-gp120-
sezernierenden Zellen wurde eine zweite Platte mit rekombinantem gp140CN54 der 
Konzentration 10 µg/ml (Simon Jeffs) beschichtet. Nach dreimaligem, sterilem Waschen 
mit PBS/ 1% FKS wurde die Platte 6 Stunden bei 37°C und 5%iger CO2-Atmosphäre mit 
200 µl sterilem RPMI/ 10% FKS blockiert. Anschließend wurden je 100 µl einer 
entsprechenden Verdünnung der stimulierten PBMC (0,5- 5 × 105 Zellen pro well) zuge-
geben und 15 Stunden bei 37°C und 5%iger CO2-Atmosphäre kultiviert. Nach der Inkuba-
tion wurden die Zellen durch sechsmaliges Waschen mit Waschpuffer (PBS/ 
0,05% Tween-20) lysiert. Anschließend wurden je 100 µl einer 1:5.000 in PBS verdünnten 
Lösung des sekundären, AP-gekoppelten anti-rabbit detection-Antikörpers RG16 der 
Konzentration 2 µg/ml (Sigma) zugegeben und weitere 1,5 Stunden bei Raumtemperatur 
inkubiert. Die Platte wurde zehnmal gewaschen und die Antikörper-Komplexe durch 
Zugabe von 50 µl AP-Färbelösung pro well nach Angaben des Herstellers (Roche) 15-
30 min inkubiert und die Spots (SFC, spot forming cell) nach wiederholtem Waschen mit 
H2O und Trocknung (ÜN, Raumtemperatur) mit Hilfe einer Lupe ausgezählt. Als Vorlage 
für den ELISPOT diente die Veröffentlichung von Bauer et al. (Bauer et al., 2002). 
B.4.6 Bestimmung der zellulären Immunantwort bei Mäusen 
B.4.6.1 Präparation und Isolierung von Milzzellen immunisierter Mäuse 
Zur Entnahme der Milz wurden die Versuchstiere eine Woche nach der letzten Immuni-
sierung durch Genickbruch getötet. Die entnommenen Organe einer Immunisierungs-
gruppe (bestehend aus sechs Mäusen) wurden in 25 ml Waschpuffer (PBS/ 1% FCS) 
vereint. Anschließend wurden die Milzen mitsamt der Flüssigkeit in Petrischalen überführt 
und zur Gewinnung von Einzelzellsuspension mit dem Stempel einer 5 ml-Spritze in 
einem Nylonfilter (100 µm Porengröße) zerrieben. Nachfolgend wurden die Zellen in ein 
50 ml Gefäß gegeben und pelletiert (300 × g, RT, 5 min). Zur Entfernung der Erythrozyten 
durch Hämolyse wurden die Zellen in Lysepuffer (5 ml/ Milz) (150 mM NH4Cl, 
1 mM KHCO3, 0,1 mM Na2EDTA, pH 7,2) resuspendiert und sofort die Splenozyten 
pelletiert (300 × g, RT, 5 Minuten). Diese wurden daraufhin in zwei Schritten (300 × g, RT, 
5 Minuten, Bremse auf 5) in je 10 ml Waschpuffer gewaschen. Anschließend wurde ein 
10 µl-Aliquot der Splenozyten mit 90 µl Trypanblau (0,4% Trypanblau/ PBS) gemischt und 
in einer Neubauer-Zählkammer die Lebendzellzahl bestimmt. Die Zellen wurden mit 
Kulturmedium auf die jeweilige Arbeitskonzentration (ELISA: 2 × 106 Zellen/ ml; ELISPOT 
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und FACS: 2 × 107 Zellen/ ml) verdünnt. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Zellen 
bei 37°C und 5%iger CO2-Atmosphäre im Brutschrank gehalten. 
B.4.6.2 Kultivierung primärer Splenozyten 
Die Zellpopulation (Splenozyten), die aus der Milz immunisierter Mäuse präpariert wurde 
(~1-2 x 108 Zellen/ Milz), besteht zu einem großen Anteil aus B-Lymphozyten (60–70%), 
CD4+-T-Zellen und CD8+-T-Zellen (15–20%) sowie Monozyten, Makrophagen und 
dendritischen Zellen (10%). Die restlichen Zellen setzen sich aus neutrophilen 
Granulozyten, NK-Zellen und Fibroblasten zusammen. Die isolierten Splenozyten wurden 
in RPMI-1640-Medium, supplementiert mit 10% inaktiviertem FKS, Penicillin (100 U/ml) 
und Streptomycin (100 µg/ml), 20 mM HEPES und 50 µM β-Mercaptoethanol bei einer 
Temperatur von 37°C und einer 5%igen CO2-Atmosphäre im Brutschrank kultiviert. Da die 
primären Zellen ohne Zusatz von Zytokinen, wie z.B. IL-2, innerhalb von 2-3 Tagen 
absterben, wurden alle Versuche unverzüglich direkt nach der Präparation der primären 
Zellen angesetzt. 
B.4.6.3 Verwendete Peptide 
Die für die Bestimmung der zellulären Immunantwort verwendeten HIV-1-spezifischen, 
murinen MHC Klasse I-restringierten Peptide (vgl. Tabelle B.6) wurden von der Firma 
Biosyntan (Berlin) hergestellt. Die lyophilisierten Peptide wurden in HPLC-grade DMSO 
gelöst (10 mM) und bei 4°C gelagert. Das Peptid A9Ip24 (aa197-205) ist bereits als 
murines Gag p24 zytotoxisches T-Zell (CTL)-Epitop beschrieben worden (Nakamura et 
al., 1997; Selby et al., 1997). Die Peptide T15VCN54 und V15VCN54 (gp120: aa61-75 und 
aa65-79) stellen murine EnvCN54-spezifische CTL-Epitope dar (Wild J., unpublizierte 
Daten). 
Tabelle B.6: Auflistung der verwendeten Peptide 
Bezeichnung Sequenz 
  
T15VCN54 THACVPADPNPQEMV 
V15VCN54 VPADPNPQEMVLENV 
  
A9IIIIB AMQMLKETI 
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B.4.6.4 Nachweis zytotoxischer T-Zellen 
B.4.6.4.1 Quantifizierung IFNγ-sezernierender Zellen im ELISPOT-Assay 
Zur Bestimmung der Anzahl Interferon γ (IFNγ)-sezernierender Zellen nach in vitro-
Restimulation der Splenozyten mit spezifischen „recall“-Antigenen wurde zunächst die mit 
Nitrocellulose beschichtete 96-well-Kulturplatte MAHA-S45 (Millipore, Eschborn) mit 
100 µl eines 1:1.000 in PBS verdünnten Anti-IFNγ capture-Antikörpers R4-6A2 
(anti-Maus IFNγ, BD Pharmingen) der Konzentration 5-10 µg/ml ÜN bei 4°C inkubiert. 
Nach viermaligem, sterilem Waschen mit PBS/ 10% FKS wurde die Platte eine Stunde bei 
37°C mit 200 µl PBS/ 10% FKS blockiert. Anschließend wurden je 100 µl einer 
entsprechenden Verdünnung der Splenozyten (1 x 105 Zellen pro well) und je 100 µl des 
stimulierenden Reagenz (10 µM Peptid (2 µg) oder 0,1-1 µg PMA (1 µl/ml Phorbol 12-
myristate 13-acetate, Sigma, Deisenhofen) und Iono (1 µl/ml Ionomycin, Sigma) 
zugegeben und 24 Stunden bei 37°C und 5%iger CO2-Atmosphäre kultiviert. Nach der 
in vitro-Restimulation wurden die Zellen durch sechsmaliges Waschen mit Waschpuffer 
(PBS/ 0,05% Tween-20) lysiert. Anschließend wurden je 100 µl einer auf 1 µg/ml in PBS 
verdünnten Lösung des sekundären, biotinylierten detection-IFNγ-Antikörpers XMG1.2 
(Biotin-anti-Maus IFNγ, BD Pharmingen; Verdünnung 1:1.000) zugegeben und weitere 
2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Die Platte wurde zehnmal gewaschen und die 
Antikörper-Antigen-Komplexe durch Zugabe eines 1:5.000 in Verdünnungspuffer 
verdünntem Streptavidin-AP-Konjugats (Roche) detektiert. Nach einer Inkubation von 
30 Minuten bei RT wurde die Platte wieder zehnmal gewaschen. Anschließend wurde die 
Platte mit 50 µl AP-Färbelösung nach Angaben des Herstellers (Roche) 15-30 Minuten 
inkubiert und die Spots, (SFC, spot forming cell) nach wiederholtem Waschen mit H2O 
und Trocknung, (ÜN, Raumtemperatur) mit Hilfe einer Lupe ausgezählt. 
B.4.6.4.2 Quantifizierung der intrazellulären IFNγ-Produktion stimulierter CD8+-T-Zellen 
Zur Bestimmung der CD8+- und IFNγ-produzierenden Zellen in der Splenozytenpopulation 
wurde intrazellulär IFNγ gefärbt. Dazu wurden je 100 µl der Milzzellsuspension 
(2 x 107 Zellen/ ml) pro well in eine 96-well-Zellkulturplatte pipettiert. Als Negativkontrolle 
wurde Milzzellen je 100 µl RPMI-1640 mit 0,2 µl Blockierungslösung BFA (Brefeldin A, 
Sigma) zugegeben. Die Stimulation der Splenozyten erfolgte durch Zugabe von spezi-
fischem Peptid (T15V und V15V, 2 µl/ml). Als Negativkontrolle wurde das unspezifische 
Peptid A9I (2 µl/ml) verwendet (Nakamura et al., 1997). Als Positivkontrolle wurden die 
Splenozyten mit den unspezifischen Stimulationsreagenzien PMA (1 µl/ml) und Iono 
(1 µl/ml) aktiviert. Anschließend wurde der Ansatz für 6 Stunden bei 37°C und 5%iger 
CO2-Atmosphäre im Brutschrank inkubiert. Die Platten wurden danach zentrifugiert 
(300 x g, 5 Minuten, RT), der Überstand verworfen und die Zellen nach zweimaligem 
Waschen mit 200 µl FACS-Puffer (PBS, 1% FKS, 1 mg/ml NaN3) in eine 96-well-
Rundbodenplatte überführt. Um die Fc-Rezeptoren zu blockieren, wurde je 100 µl FACS-
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Puffer mit 1 µl CD16/32-Antikörper (CD16/32-α-mouse, BD Pharmingen) pro well zu den 
Splenozyten pipettiert. Nach einer Inkubationszeit von 10 Minuten bei 4°C wurden pro well 
10 µl einer 1:20 Antikörperverdünnung von CD4-FITC (CD4-FITC-α-mouse, BD 
Pharmingen) und/oder CD8-APC (CD8a-APC-α-mouse, BD Pharmingen) zugeben und für 
25 Minuten auf Eis im Dunkeln inkubiert. Nach weiterem zweimaligem Waschen mit 
FACS-Puffer-II (PBS/ 1 mg/ml NaN3) wurden je 250 µl Cytofix/Cytoperm (4% PFA, 1% 
Saponin, Sigma) zugegeben und die Zellen für 20 Minuten im Dunkeln auf Eis inkubiert. 
Nach zweimaligem Waschen mit 200 µl Perm/Wash (PBS, 0,1% Saponin, BD 
Pharmingen) erfolgte die intrazelluläre Färbung mit IFNγ-PE-α-mouse (BD Pharmingen). 
Dazu wurden je 100 µl Perm/Wash-Puffer vorgelegt, 10 µl einer 1:20 Verdünnung des 
IFNγ PE-gekoppelten α-mouse-Antikörpers zugegeben und für 25 Minuten auf Eis im 
Dunkeln inkubiert. Nach anschließendem Waschen mit Perm/Wash (2 x 200 µl) wurden 
die Zellen in 200 µl FACS-Puffer resuspendiert und in FACS-Röhrchen überführt. Die 
anschließende Analyse auf IFNγ-Produktion erfolgte durch fluorescence activated cell 
sorting (FACScalibur, BD Biosciences, Heidelberg).  
 
 C Ergebnisse 
C.1 Gesamtkonzept 
C.1.1 Bedeutung von HIV-1 gp120 für die Impfstoffentwicklung 
Da sämtliche HIV-1 neutralisierende Antikörper Epitope von gp120 oder gp41 erkennen, 
sind während einer HIV-Infektion nur Antikörper gegen das Env-Protein von Bedeutung, 
(Klasse, 2007; Pantophlet & Burton, 2006; Phogat et al., 2007). Antikörper HIV-infizierter 
Patienten zeigen allerdings nur eine geringe Neutralisationseffizienz gegenüber primären 
HIV-1-Isolaten (Cham et al., 2006; Crooks et al., 2005) und sind nicht in der Lage, das im 
Patienten zirkulierende Virus zu neutralisieren (Deeks et al., 2006; Moog et al., 1997; 
Rodriguez et al., 2007), obwohl diese in hohen Titern vorkommen. Antikörper können 
folglich bei einer natürlichen Infektion nicht vor HIV schützen, bei einer passiven 
Immunisierung in Versuchstieren jedoch verhindern Serumantikörper oder ein Gemisch 
monoklonaler, neutralisierender Env-Antikörper eine HIV-Infektion oder verringern 
zumindest hohe Virustiter (Baba et al., 2000; Eda et al., 2006; Ferrantelli et al., 2004; 
Ferrantelli et al., 2007; Mascola, 2002; Mc Cann et al., 2005; Nabel, 2005). Das 
Vorkommen neutralisierender Antikörper zeigt, dass durch die Induktion dieser oder 
ähnlicher Antikörper ein effizienter prophylaktischer Impfstoff generiert werden könnte. 
C.1.2 Wahl von hC3d3 als molekulares Adjuvans 
C3d ist das finale Degradationsprodukt der Komplementkomponente C3. Bei der 
Entwicklung einer normalen Immunantwort kommt es zu einer intensiven Beschichtung 
des Pathogens mit C3d. Diese Anhäufung von C3d ermöglicht eine Interaktion infektiöser 
Mikroorganismen mit dem Rezeptor CD21, welche zu einer vermehrten B-Zell-Aktivierung 
und zu einer verstärkten Antigenaufnahme und –prozessierung führt. C3d verbindet so 
das angeborene mit dem adaptiven Immunsystem und kann als natürliches Adjuvans 
wirken. Diese immunstimulierenden Eigenschaften konnten bereits in verschiedenen 
Studien gezeigt werden, in denen murines C3d an verschiedene Antigene fusionierten 
und im Mausmodell überprüften (Bower et al., 2004b; Dempsey et al., 1996; Mitchell et 
al., 2003; Mitsuyoshi et al., 2005; Ross et al., 2001; Wang et al., 2006d). Im Hinblick auf 
weiterführende Untersuchungen im Menschen wurde in dieser Arbeit humanes C3d 
gewählt, das in verschiedenen Tiermodellen ausgetestet wurde. 
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Signalsequenz Antigensequenz hC3d - Kassetten
C.2 Herstellung der kodonoptimierten gp120hC3d3-DNA-Fusions-
konstrukte 
C.2.1 Design und Herstellung unterschiedlicher gp120-Konstrukte 
Als Basis für die Herstellung der unterschiedlichen gp120-Konstrukte diente die auf 
Säugetierkodons optimierte Nukleinsäuresequenz von gp120 des C-clade Isolats CN54 
(acc no: AX149771) (Su et al., 2000). Es wurden gp120-Konstrukte sowohl mit als auch 
ohne drei synthetisch hergestellte humane C3d Kassetten hergestellt, welche durch eine 
Multiparameter-Optimierung unterschiedlich stark optimiert wurden um Rekombinationen 
zu vermeiden. Die Sekretion der Konstrukte erfolgte mittels verschiedener Signal-
sequenzen, die vor gp120 kloniert wurden. Alle Sequenzen erhielten sowohl ein 
Startkodon am Beginn der Signalsequenz als auch zwei Stopkodons am Sequenzende 
um die Translation abzubrechen. Eine schematische Übersicht über den modularen 
Aufbau der Expressionskonstrukte gibt Abbildung C.1. 
 
 
Abbildung C.1: Modularer Aufbau der Expressionskonstrukte zur Expression und Sekretion von 
gp120hC3d3. Die Signalsequenz ist durch eine weiße Box repräsentiert, die Antigensequenz (gp120) durch 
ein diagonal gestreiftes Feld und die humanen C3d Kassetten werden durch schwarze Boxen dargestellt. 
Als Grundkonstrukt wurde das Plasmid pGA2_tpa1hC3d3 verwendet. Die Optimierung auf 
Säugetierkodons der Signalsequenz tpa und der durch einen (G4S)2-Linker verbundenen 
hC3d-Kassetten ist unter Verwendung der Software GeneoptimizerTM durchgeführt 
worden. Für die Expression in Säugetierzellen wurde die Sequenz tpa1hC3d3 mit den 
Restriktionsenzymen NheI und PmeI aus dem Ursprungsvektor entfernt und in den 
multiplen Klonierungsbereich (MCS) des eukaryontischen Expressionsvektors pcDNA3.1 
eingesetzt. Um die hC3d3-Fusionskonstrukte auch mit den jeweiligen Konstrukten ohne 
hC3d3 zu vergleichen, wurde mit Hilfe der Oligonukleotide tpa_Nhe und tpa_Stop durch 
PCR zwei Stopkodons nach dem MCS eingeführt und der Bereich der Signalsequenz und 
des MCS amplifiziert. Die neu generierte Sequenz tpa(MCS)Stop wurde über NheI und 
PmeI ebenfalls in den Vektor pcDNA3.1 kloniert. Desweiteren wurde die kodonoptimierte 
gp120-Sequenz als Matrize mit den Oligonukleotiden cenvF1,2,3/ cenvB für mehrere 
spezifische PCR-Reaktionen verwendet und die Amplifikate mit Hilfe der Schnittstellen 
BsmBI und ApaI direkt zwischen die Signalsequenz des tissue plasminogen activators 
(tpa) und den drei hC3d-Kassetten beziehungsweise der Stopkodons kloniert. Dabei 
wurden verschiedene Oligonukleotide (cenvF1, cenvF2, und cenvF3) benutzt, mit denen 
im ersten Fall keine, im zweiten Fall eine (S) und im dritten Fall fünf (SYQVI) 
Aminosäuren nach der Spaltstelle der tpa Signalsequenz eingeführt werden konnten. So 
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tpa1gp120
tpa2gp120
tpa3gp120
HIVgp120
tpa1gp120hC3d3
tpa2gp120hC3d3
tpa3gp120hC3d3
HIVgp120hC3d3
tpa1hC3d3
konnte überprüft werden, ob die erste oder weitere Aminosäuren nach der Spaltstelle 
einen Einfluss auf die Spalteffizienz und somit auf die Sekretion haben. Die daraus 
generierten Signalsequenzen sind nach den verwendeten Oligonukleotiden tpa1, tpa2 und 
tpa3 benannt. Die Signalsequenz tpa wurde aufgrund der hohen Sekretionsrate 
ausgewählt (Golden et al., 1998; Wang et al., 2006b). Darüber hinaus wurde durch PCR 
eine kodonoptimierte HIV-1 Env-Signalsequenz (HIV) synthetisiert, um die Sekretions-
effizienz der autologen Signalsequenz mit der von tpa zu vergleichen. Diese HIV-
Signalsequenz wurde über die Schnittstellen NheI und HindIII mit der von tpa in den 
Vektoren pcDNA3.1_tpa1Stop und pcDNA3.1_tpa1hC3d3 ausgetauscht und so die 
Vektoren pcDNA3.1_HIVStop bzw. pcDNA3.1_HIVhC3d3 generiert. Für diese Vektoren 
diente das Oligonukleotidpaar cenvF1_A/ cenvB zur Amplifikation von gp120. Das fertige 
PCR-Fragment wurde anschließend über die Schnittstellen BsmBI und ApaI in die 
Vektoren pcDNA3.1_HIVStop und pcDNA3.1_HIVhC3d3 kloniert. Eine Übersicht über die 
hergestellten Konstrukte gibt Abbildung C.2. 
 
Abbildung C.2: Schema der RNA- und kodonoptimierten gp120-Plasmidkonstrukte. Detaillierte 
Beschreibung der Konstrukte im Text. Die Sequenz von gp120 ist als schräg gestreiftes Feld gezeigt, die 
Signalsequenz von tpa ist grau, die von HIV weiß dargestellt. Die unterschiedlichen Signalsequenzlängen von 
tpa sind durch 1, 2 und 3 und durch die Länge des Feldes gekennzeichnet. Die drei C3d-Kassetten werden 
durch drei schwarze Felder repräsentiert; die Sequenz der (G4S)2-Linker durch eine schwarze Linie. 
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C.2.2 Herstellung von gp120-Konstrukten mit einem endogenen Luciferase-
Reportersystem 
Um die Auswirkung der Plasmidgrößen der Konstrukte auf die Expression eines 
endogenen Reportergens zu überprüfen, wurden alle verwendeten DNA-Konstrukte mit 
den Enzymen NheI und PmeI geschnitten und in den Vektor pcDNA3.1luc ligiert. Dieser 
Vektor enthält an Stelle des Neomycingens ein firefly-Luciferasegen aus dem Vektor 
pGL2 (Promega) unter dem Einfluss des SV40 Promotors. Diese Plasmidkonstrukte 
exprimierten konstitutiv unter dem CMV-Promotor die Genkonstrukte (siehe Abbildung 
C.2) und gleichzeitig Luciferase, die mit Hilfe eines Luciferase-Reporterassays vermessen 
werden konnte. Eine weitere Konstruktvariante wurde durch Einfügen zweier Stopkodons 
in das Konstrukt tpa1gp120hC3d3 zwischen gp120 und hC3d3 generiert. Mit dieser 
Modifikation war es möglich zu testen, ob die Länge des Transkripts die Expression 
beeinflusst. Zudem konnte bei der transienten Transfektion überprüft werden, ob die 
Größe des Plasmids entscheidend für die Transfektionseffizienz ist. Das Konstrukt wurde 
ebenfalls in den Vektor pcDNA3.1luc kloniert und als tpa1gp120ShC3d3 bezeichnet, 
wobei S die Lage der beiden Stopkodons bezeichnete.  
C.3 Bedeutung der C-terminalen hC3d3-Fusion für die 
Expressions- und Sekretionseffizienz von gp120 
C.3.1 Erfolgreiche Expression und Sekretion der gp120-Varianten 
C.3.1.1 Maximale Expression von gp120 zu einem früheren Zeitpunkt als höchste 
Sekretion  
Zur Bestimmung der optimalen Zeitpunkte zur Entnahme von Zellen und 
Kulturüberständen wurde ein Zeitverlaufsexperiment durchgeführt. Die Zellen wurden in 
6-well Schalen ausgesät und mit 15 µg DNA von tpa1gp120, tpa2gp120, tpa3gp120, 
HIVgp120, tpa1gp120hC3d3, tpa2gp120hC3d3, tpa3gp120hC3d3 und HIVgp120hC3d3 
durch Calciumphosphat (CaP)-Präzipitation transfiziert. Nach 24, 36, 48, 60 und 
72 Stunden wurden Zellen und Kulturüberstände der Doppelansätze entnommen und 
durch einen Env-spezifischen ELISA auf Expression und Sekretion überprüft (Abbildung 
C.3). 
Ergebnisse  61 
 
A B
tpa1gp120
tpa2gp120
tpa3gp120
HIVgp120
tpa1gp120hC3d3
tpa2gp120hC3d3
tpa3gp120hC3d3
HIVgp120hC3d3
1,00
0,75
0,50
0,25
0,00µ
g 
gp
12
0 
/ m
g 
Pr
ot
ei
n
24h    36h    48h    60h    72h           Zeit
3,0
2,5
2,0
1,5
1,0
0,5
0,0µg
 g
p1
20
 / 
m
g 
Pr
ot
ei
n
24h    36h    48h    60h    72h  
Abbildung C.3: Zeitverlaufsexperiment nach CaP-Transfektion von tpa1gp120, tpa2gp120, 
tpa3gp120, HIVgp120, tpa1gp120hC3d3, tpa2gp120hC3d3, tpa3gp120hC3d3, und HIVgp120hC3d3. Zellen 
wurden in Doppelansätzen mit je 15 µg DNA pro 6-well Schale mittels CaP-Präzipitation transfiziert und nach 
24 h, 36 h, 48 h, 60 h und 72 h samt Zellüberständen geerntet. Die Quantifizierung von gp120 in den 
Zelllysaten und Kulturüberständen erfolgte durch einen gp120-spezifischen ELISA mit dem Antikörper 
ARP422. In (A) Auftrag der gp120-Mengen, die in den Zelllysaten gemessen wurden, in (B) die jeweils 
gemessenen Mengen in den Überständen. Auf der Y-Achse ist die in µg angegebene Menge an exprimiertem 
gp120 dargestellt, bezogen auf ein mg Gesamtprotein. Der Gesamtproteingehalt wurde durch einen 
Bradfordassay bestimmt. 
In der Abbildung C.3 ist zu erkennen, dass die stärkste Expression zwischen 24 und 
36 Stunden nach Transfektion stattfand und die Sekretion der Proteine nach ca. 
48 Stunden ihren Höhepunkt erreichte. Dieses Ergebnis wurde bestätigt durch eine 
gp120-spezifische Western Blot-Analyse der Zelllysate und Zellüberstände (Daten nicht 
gezeigt). Da die Zellen nicht vor den Kulturüberständen geerntet werden konnten, wurden 
die Zellen zusammen mit den Zellüberständen 48 Stunden nach Transfektion abgenom-
men und aufgeschlossen. 
C.3.1.2 tpa- und HIV-Signalsequenz ermöglichen die gp120-Sekretion in gleichem Maße 
Die Auswahl der Signalsequenz des tissue plasminogen activators (tpa) erfolgte aufgrund 
der in der Literatur beschriebenen effizienten Antigensekretion (Golden et al., 1998; Wang 
et al., 2006b). Um zu überprüfen, ob die Spaltstelle der Signalsequnez durch 
nachfolgende endogene Aminosäuren beeinflusst wird, wurden drei verschiedene 
tpa-Sequenzen überprüft. Bei der Sequenz tpa1 wurde keine, bei tpa2 eine (S) und bei 
tpa3 fünf (SYQVI) Aminosäure(n) zwischen Spaltstelle und gp120 eingefügt. Diese 
Aminosäuren sind der ursprünglichen Gensequenz des tissue plasminogen activators 
(acc no: EAW63234) entnommen worden. Eine Studie von Berg und Grinnell legte dar, 
dass der Austausch von Aminosäuren vor der Spaltstelle einen Einfluss auf die Spaltung 
und auf die Sekretion hat (Berg & Grinnell, 1991). In vorliegender Arbeit sollte überprüft 
werden, ob zusätzliche Aminosäuren nach der Spaltstelle einen Effekt auf die Sekretion 
der Konstrukte haben. Außer der tpa-Signalsequenz wurde die synthetisch generierte 
Signalsequenz von HIV-1 Env (HIV) verwendet. In mehreren Arbeiten wurde 
nachgewiesen, dass HIV die Spaltung und somit die Sekretion von fusionierten Proteinen 
verlangsamt (Li et al., 1994; Li et al., 2000; Wang et al., 2006b). Durch den Vergleich der 
tpa- und der HIV-Signalsequenz, die beide an den Kodongebrauch von Säugern 
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angepasst wurden, sollte nun untersucht werden, ob ein Unterschied bei der 
Sekretionseffizienz besteht. Dazu wurde die humane Zelllinie 293T mit den Plasmiden 
tpa1gp120, tpa2gp120, tpa3gp120 und HIVgp120 transfiziert. Achtundvierzig Stunden 
nach Transfektion wurden die Zelllysate und die Kulturüberstände präpariert und die 
exprimierte gp120-Menge mittels Immunoblot-Analysen unter Verwendung Env-
spezifischer Antikörper sowie quantitativ im ELISA bestimmt (siehe Abbildung C.4). 
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Abbildung C.4: Vergleich der Expression und Sekretion von gp120 bei Verwendung von 
verschiedenen Signalsequenzen. Jeweils 15 µg der angegebenen Konstrukte wurden in 293T Zellen durch 
CaP transient transfiziert, Zellen und Überstände nach 48 h geerntet und präpariert. (A) Fünfzig Mikrogramm 
Gesamtprotein der Zelllysate und 30 µl der zellfreien Überstände wurden auf ein 7,5%iges SDS-Polyacryl-
amidgel aufgetragen und einer Western Blot-Analyse unterzogen. Die Detektion von gp120 erfolgte durch 
einen Env-spezifischen polyklonalen Antikörper (ARP422). Pro Konstrukt wurde eine repräsentative Trans-
fektion aufgetragen. (B) Die Quantifizierung der Konstrukte wurde durch einen gp120-spezifischen ELISA 
erreicht, der ebenfalls mit dem Antikörper ARP422 durchgeführt wurde. Es erfolgte die Vermessung von 
jeweils zwei voneinander unabhängigen Transfektionen. 
Wie in Abbildung C.4 dargestellt, konnte festgestellt werden, dass sich weder die 
Expression noch die Sekretion von gp120 bei Verwendung der verschiedenen Signal-
sequenzen wesentlich unterscheiden. Aufgrund der Glykosylierung von gp120 stellen sich 
die gp120-spezifischen Banden im Zellkulturüberstand etwas verschwommen dar. 
Weitere Transfektionen der verschiedenen gp120-Konstrukte mit und ohne fusioniertem 
hC3d3 bestätigten diesen Befund. Durch Vergleich der Varianten von tpa und HIV konnte 
gezeigt werden, dass weder Anfügen endogener Aminosäuren an tpa, noch die 
Verwendung der HIV-1-Env-Signalsequenz einen Einfluss auf die Sekretion von gp120 
hatte. 
Ergebnisse  63 
 
C.3.1.3 Erniedrigung der Expression und Sekretion von gp120 nach hC3d3-Fusion 
Im Zeitverlaufsexperiment war bereits ersichtlich, dass sowohl Expression als auch 
Sekretion von hC3d3-Fusionskonstrukten niedriger waren als von gp120-Konstrukten 
ohne hC3d3. Um dies genauer zu überprüfen, wurden mehrere CaP-Transfektionen 
durchgeführt und die transiente gp120-Expression und Sekretion durch Western Blot-
Analyse und einem Env-spezifischen ELISA analysiert (siehe Abbildung C.5). 
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Abbildung C.5: Expression und Sekretion von gp120 und gp120hC3d3. 293T-Zellen wurden mit 15 µg 
der angegebenen Plasmid-DNA transient transfiziert und Zellen und Kulturüberstände nach 48 h geerntet. Als 
Kontrolle wurde der Vektor pcDNA3.1 verwendet (mock). Fünfzig Mikrogramm des Gesamtproteins der 
Zelllysate und 30 Mikroliter der zellfreien Überstände wurden auf ein 7,5%iges SDS-Polyacrylamidgel aufge-
tragen. Pro Konstrukt wurde eine repräsentative Transfektion aufgetragen. (A) Die Expression und Sekretion 
von gp120 wurde durch eine Western Blot Analyse mittels eines Env-spezifischen polyklonalen Antikörpers 
(ARP422) verifiziert. (B) Detektion der exprimierten gp120hC3d3- und hC3d3-Proteine mit einem hC3d-spezifi-
schen Antikörper (ab17453). (C) Für eine genaue Quantifizierung der Expression von gp120 wurden die 
Zelllysate und Überstände in einem Env-spezifischen ELISA eingesetzt, der mit dem Antikörper ARP422 
durchgeführt wurde. Es erfolgte die Vermessung von jeweils zwei voneinander unabhängigen Transfektionen. 
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Nach Transfektion der verschiedenen gp120-kodierenden Expressionsvektoren konnten 
durch die ELISA- und Western Blot-Analysen deutliche Unterschiede in der Expression 
und Sekretion von gp120 und gp120hC3d3 festgestellt werden. Es zeigte sich, dass die 
Proteinmengen der nicht fusionierten Genprodukte stets höher waren als die der 
gp120hC3d3-Konstrukte. Die Menge an intrazellulärem gp120 war, verglichen mit den 
Konstrukten ohne hC3d3, in mit hC3d3-Fusionskonstrukten transfizierten Zellen um 
durchschnittlich 70-80% erniedrigt. Die Fusion von hC3d3 führte somit zu einer geringeren 
Expression und Sekretion von gp120 nach transienter Transfektion in 293T-Zellen. 
C.3.1.4 Erhöhte Sekretion von gp120 im Vergleich zu gp120hC3d3 
Die auffällig niedrigen Expressions- und Sekretionsraten der hC3d3-Fusionskonstrukte 
wiesen daraufhin, dass möglicherweise das Verhältnis der Expression gegenüber der 
Sekretion bei diesen Konstrukten verändert war. Für die Berechnung des Verhältnisses 
der Expression zur Sekretion von gp120hC3d3 und gp120 wurden gp120-spezifische 
ELISA-Daten von jeweils zwei unabhängigen Transfektionsexperimenten verwendet. Da 
sich die Expressions- und Sekretionsraten der verschiedenen tpa-Signalsequenzen (tpa1, 
tpa2 und tpa3) nicht unterschieden (siehe C.3.1.2), wurden für den Vergleich alle tpa 
Konstrukte für die Kalkulation verwendet. Als Berechnungsgrundlage dienten folglich die 
Ergebnisse sechs voneinander unabhängiger Transfektionsversuche. Für den Vergleich 
der Ratio von Expression zu Sekretion wurde ein Zeitverlaufsexperiment durchgeführt. 
Die Transfektionen erfolgten in 293T-Zellen. Nach 24, 36, 48 und 60 Stunden wurden 
Zellen und Kulturüberstände geerntet und aufbereitet. Nach Quantifizierung der 
exprimierten gp120-Menge in einem Env-spezifischen ELISA wurden die Expressions- 
und Sekretionsmengen jedes Abnahmezeitpunkts jeweils auf den an diesem 
Abnahmezeitpunkt festgestellten Gesamtproteingehalt bezogen, und anschließend wurde 
die Expressions- durch die Sekretionsrate geteilt. Das so berechnete Verhältnis wurde 
graphisch über die Zeit dargestellt (Abbildung C.6). 
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Abbildung C.6: Verhältnis von Expression zu Sekretion bei gp120 und gp120hC3d3 im Zeitverlauf. 
Die Verhältnisse der Expressions- zu den Sekretionsraten beziehen sich auf den jeweiligen Gesamtprotein-
gehalt. Die Zeitachse gibt den Entnahmezeitpunkt nach Transfektion an. Detaillierte Beschreibung im Text. 
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Das Verhältnis von Expression zu Sekretion ist bei den gp120hC3d3-Konstrukten zu allen 
Zeitpunkten höher als bei den gp120-Konstrukten. Die Sekretion der Fusionskonstrukte ist 
demnach gegenüber den gp120-Konstrukten ohne hC3d3 deutlich verlangsamt. Ursache 
der verringerten Sekretionsrate können die Länge der Proteine, die Stabilität der RNA, 
aber unter Umständen auch fehlende Faktoren bei der Translation sein.  
C.3.2 gp120hC3d3-Fusionskonstrukte verringern die Expression eines endogenen 
Luciferasereportergens 
Um zu überprüfen, ob die Expression der gp120/ gp120hC3d3-Konstrukte unabhängig von 
der Transfektionseffizienz der einzelnen Konstrukte ist, wurden alle Konstrukte in 
Luciferasereporterplasmide umkloniert. Die gp120-Konstrukte wurden wie die in C.2.1 
beschriebenen pcDNA3.1-Konstrukte unter die Kontrolle eines CMV-Promotors gestellt. 
Das firefly-Luciferasegen von Promega, welches sich auf dem gleichen Vektor befand, 
wurde unter die Kontrolle eines SV40-Promotors gestellt. Als Positivkontrolle diente das 
Luciferaseplasmid ohne eine zusätzliche Gensequenz. Die Normalisierung der 
Transfektionen sollte anhand der Luciferaseexpressionsrate erfolgen, da davon ausge-
gangen wurde, dass die Höhe der Luciferaseexpression bei gleicher Transfektions-
effizienz in jeder Zelle gleich ist. In dieser Studie wurde die firefly-Luciferase des Vektors 
pGL2 von Promega verwendet, da diese eine gute und lang anhaltende Expression liefert 
(McNabb et al., 2005).  
C.3.2.1 Herstellung von tpa1gp120ShC3d3 
Um festzustellen, inwieweit die Größe der gp120-Expressionskonstrukte einen Einfluss 
auf die Expression und die Sekretion von gp120 beziehungsweise gp120hC3d3 ausübt, 
wurde das neue Konstrukt tpa1gp120ShC3d3 generiert. Hierfür wurden zwei Stopkodons 
zwischen gp120 und der ersten hC3d Kassette des bisher verwendeten Plasmids 
tpa1gp120hC3d3 eingefügt. Dieses Konstrukt wurde schließlich über die Restriktions-
schnittstellen NheI und PmeI in den Vektor pcDNA3.1luc ligiert. Das Einfügen der beiden 
Translationsstopkodons veränderte die Größe des Plasmids nicht, und dementsprechend 
sollte sowohl die Länge des mRNA-Transkripts als auch die RNA-Stabilität in etwa gleich 
bleiben. Folglich beziehen sich alle Expressions- und Sekretionsunterschiede entweder 
auf die Transfektionseffizienz, auf die Translation oder die Sekretion. 
C.3.2.2 Maximale Expression von gp120 zu einem früheren Zeitpunkt als höchste 
Sekretion  
Ein Zeitverlaufsexperiment diente der Bestimmung der optimalen Zeitpunkte zur Ent-
nahme von Zellen und Kulturüberständen nach transienter Transfektion der Luciferase-
konstrukte. Die Zellen wurden in 6-well Schalen ausgesät und durch CaP-Präzipitation 
transfiziert. Hierzu wurden 15 µg DNA von luc-tpa1gp120, luc-tpa1gp120hC3d3, luc-
tpa1gp120ShC3d3, luc-tpa1hC3d3 und Vektor pcDNA3.1luc (luc) verwendet. Nach 36, 42, 
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48, 60 und 72 Stunden wurden Zellen und Kulturüberstände der Doppelansätze entnom-
men und mittels Env-spezifischem ELISA auf Expression und Sekretion überprüft. In 
Abbildung C.7A ist zu erkennen, dass die stärkste Expression 36 Stunden nach der 
Transfektion nachweisbar war und die Sekretion der Proteine zwischen 36 und 
48 Stunden ihren Höhepunkt erreichte. Einzig bei dem Konstrukt luc-tpa1gp120ShC3d3 
war die Proteinsekretion bereits nach 48 Stunden stark reduziert. Um die Vergleichbarkeit 
der Daten zu den vorher gewonnen Expressions- und Sekretionsergebnissen zu gewähr-
leisten, wurden die Zellen zusammen mit den Zellüberständen 48 Stunden nach Trans-
fektion abgenommen.  
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Abbildung C.7: Zeitverlaufsexperiment nach CaP-Transfektion von tpa1gp120, tpa1gp120hC3d3, 
tpa1gp120ShC3d3, tpa1hC3d3 und Vektor luc. (A) Quantifizierung der gp120-Menge der angegebenen 
Konstrukte im Zeitverlauf mittels eines Env-spezifischen ELISAs, der mit einem monoklonalen α-gp120-
Antikörper (1006-15D) durchgeführt wurde. (B) Messung der Luciferaseaktivität der Zelllysate nach Zugabe 
des Substrats Luciferin in relativen Lichteinheiten (RLU). Daten wurden von jeweils zwei voneinander 
unabhängigen Transfektionen gewonnen. 
Zur Messung der Luciferaseaktivität wurden die Zellen aufgeschlossen und je 50 µg 
Gesamtprotein für die Untersuchung eingesetzt. Die Luciferaseexpression aller 
transfizierten Konstrukte wurde nach Zugabe des Substrats Luciferin in relativen Licht-
einheiten (RLU) in einem Luminometer bestimmt. Abbildung C.7B zeigt die Luciferase-
expression zu verschiedenen Entnahmezeitpunkten. Dabei war die Luciferaseaktivität der 
Konstrukte, die gp120 exprimierten, vier- bis fünffach höher, als die der gp120hC3d3-
exprimierenden Plasmide. Das Konstrukt luc-tpa1hC3d3 wies Expressionswerte auf, die 
zwischen den Werten von luc-tpa1gp120 und luc-tpa1gp120hC3d3 lagen. Bei luc-
tpa1gp120ShC3d3 hingegen ergab sich zunächst eine hohe Luciferaseaktivität, die 
schließlich noch unter den Wert von luc-tpa1gp120hC3d3 abfiel. Die Luciferaseexpression 
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des Vektors luc war ungefähr doppelt so hoch wie die der am höchsten exprimierenden 
gp120-Plasmide. Die Luciferaseaktivität aller Konstrukte war 36, 42 und 48 Stunden post 
transfectionem konstant. Eine Ausnahme bildete allerdings das Konstrukt 
luc-tpa1gp120ShC3d3, dessen Luciferaseaktivität nach 42 Stunden einen deutlichen 
Abfall verzeichnete und sich nach 48 Stunden auf ein Fünftel des ursprünglichen Wertes 
verringerte. Einundsechzig Stunden nach transienter Transfektion reduzierte sich die 
Luciferaseexpression aller Konstrukte deutlich, und fiel nach 72 Stunden erneut stark ab. 
Die unterschiedliche Luciferaseexpression der Konstrukte legt nahe, dass die Größe der 
Plasmide nur einen geringen Einfluss auf die Expression hat. Die Luciferaseaktivität des 
langen Konstrukts luc-tpa1gp120ShC3d3 war schließlich ähnlich stark, wie die des 
kürzeren Konstrukts luc-tpa1gp120. Auffällig war der rapide Expressionsrückgang 
48 Stunden nach Transfektion von luc-tpa1gp120ShC3d3. Dieser könnte auf eine 
geringere RNA-Stabilität des längeren Konstrukts zurückzuführen sein. Der negative 
Einfluss der hC3d3-Fusion auf die Expression (siehe Abbildung C.5) bestätigte sich bei 
der Vermessung der Luciferaseaktivität. Die Transkription des Luciferasegens könnte 
aufgrund der Konkurrenz zwischen dem luciferase-Gen und den langen repetitiven hC3d-
Sequenzen um die Transkriptions- oder Translationsfaktoren verlangsamt sein.  
C.3.2.3 Niedrigere Expression und Sekretion von gp120hC3d3-Fusionsproteinen  
Die Verringerung der gp120-Expression und -Sekretion von tpa1gp120hC3d3 gegenüber 
tpa1gp120 konnte wie erwartet in den neu klonierten Luciferasekonstrukten 
luc-tpa1gp120hC3d3 und luc-tpa1gp120 bestätigt werden. Die transiente Transfektion der 
humanen Zelllinie 293T erfolgte mit den Plasmiden luc-tpa1gp120, luc-tpa2gp120, 
luc-tpa3gp120, luc-HIVgp120 sowie luc-tpa1gp120hC3d3, luc-tpa2gp120hC3d3, 
luc-tpa3gp120hC3d3, luc-HIVgp120hC3d3, luc-tpa1gp120ShC3d3 sowie dem Vektor 
pcDNA3.1 (mock). Achtundvierzig Stunden nach Transfektion wurden die Zelllysate und 
die Kulturüberstände präpariert und gp120 mittels Immunoblot-Analysen unter 
Verwendung Env-spezifischer Antikörper nachgewiesen. Die gp120-Proteinmenge wurde 
im ELISA quantitativ bestimmt (siehe Abbildung C.8). 
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Abbildung C.8: Expression und Sekretion der gp120- und gp120hC3d3-Konstrukte im Vektor 
pcDNA3.1luc (A) 293T-Zellen wurden mit 15 µg der angegebenen Plasmid DNA transient transfiziert und 
Zellen und Kulturüberstände nach 48 h abgenommen. Als Negativkontrolle diente der Vektor pcDNA3.1luc 
(mock). Fünfzig Mikrogramm Gesamtprotein der Zelllysate und 30 µl der zellfreien Überstände wurden auf ein 
7,5%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen und mittels Western Blot-Analyse mit einem Env-spezifischen 
polyklonalen Antikörper (ARP422) detektiert. Der Molekulargewichtsstandard ist links angegeben. Pro 
Konstrukt sind zwei unabhängige repräsentative Transfektionen aufgetragen. (B) Für eine genaue 
Quantifizierung der Expression von luc-tpa1gp120, luc-tpa1gp120hC3d3 und luc-tpa1gp120ShC3d3 wurden 
Zelllysate und Überstände in einen ELISA eingesetzt. Die Env-spezifische Detektion erfolgte mit einem 
monoklonalen Antikörper (1006-15D). Es wurden jeweils zwei voneinander unabhängige Transfektionen 
vermessen. 
Die Expression und Sekretion von gp120 war in luc-tpa1gp120 transfizierten Zellen 
ca. 3-4 fach höher als in Zellen, die mit gp120hC3d3-Luciferasekonstrukten transfiziert 
wurden. Das entspricht den mit pcDNA3.1-Plasmiden erzielten Ergebnissen (siehe 
C.3.1.3). Das neu klonierte Konstrukt luc-tpa1gp120ShC3d3 zeigt in der 
Western Blot-Analyse (Abbildung C.8A) eine ähnlich gute Expression wie luc-tpa1gp120, 
allerdings stehen dem die niedrigen gp120-Expressionswerte gegenüber, die der ELISA 
ergab (Abbildung C.8B). Im Western Blot waren in der Spur von luc-tpa1gp120ShC3d3 
deutlich zusätzliche Banden bei 240 kDa zu erkennen. Diese weisen darauf hin, dass trotz 
der beiden nach der gp120-Sequenz eingefügten Stopkodons auch Durchleseproteine 
produziert wurden. Es ist möglich, dass die reduzierte gp120-Expression von 
luc-tpa1gp120ShC3d3 durch die Länge des mRNA-Transkripts oder einer verringerten 
Stabilität der RNA bedingt war. Denkbar ist auch, dass bestimmte Translationsfaktoren 
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bei der Faltung und Ausschleusung der Proteine limitierend wirkten. Nichtsdestotrotz 
konnte festgestellt werden, dass die Sekretion des Stopkonstrukts gp120ShC3d3 weitaus 
effektiver war, als die von gp120hC3d3. Allerdings wurde die Sekretionsrate von 
luc-tpa1gp120 nicht erreicht. Möglicherweise führten die in der Western Blot-Analyse 
festgestellten Durchleseproteine zur Reduktion der Translationsrate.  
C.3.2.4 gp120hC3d3-Fusionskonstrukte führen zu einer verringerten Expression des 
endogenen Luciferasereportergens  
In luc-tpa1gp120hC3d3 transfizierten Zellen wurden nicht nur geringere Expressions- und 
Sekretionsraten von gp120 festgestellt, sondern auch eine reduzierte Luciferase-
expression. Im verwendeten Reportersystem kann die Luciferaseaktivität direkt 
proportional zur Menge an Luciferase in den Zellen angenommen werden. Um die 
verschiedenen Transfektionen vergleichen zu können, wurde der Wert der Luciferase-
aktivität des Vektors pcDNA3.1luc (luc) als 100% definiert und alle anderen Werte ins 
Verhältnis dazu gesetzt (siehe Abbildung C.9). 
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Abbildung C.9: Einfluss der gp120-Konstrukte auf die Expression eines endogenen 
Luciferasegens. 293T-Zellen wurden mit 15 µg der angegebenen Plasmid-DNA transient transfiziert und 
nach 48 h geerntet. Fünfzig Mikrogramm Gesamtprotein wurden verwendet, um die Luciferaseaktivität in den 
Zelllysaten zu messen. Der Wert der Luciferaseaktivität des Vektors pcDNA3.1luc (luc) wurde als 100% 
definiert und alle anderen Werte ins Verhältnis dazu gesetzt. Als Negativkontrolle wurde Vektor pcDNA3.1 
(mock) verwendet. Jede Transfektion ist durch ein Symbol repräsentiert. Mittelwert und Standardabweichung 
sind durch rote Linien gekennzeichnet.  
Ergebnisse  70 
 
Bei der Auswertung der endogenen Luciferaseexpression zeigte sich ein direkt 
proportionaler Zusammenhang mit der Expressionsrate der gp120-Konstrukte (siehe 
Abbildung C.9). Die Luciferaseexpression von Plasmiden, die gp120hC3d3-Fusions-
konstrukte kodierten, war um 75% niedriger, als die von gp120-kodierenden Plasmiden. 
Dieses Phänomen ist erklärbar durch die Konkurrenz um Transkriptions- und 
Translationsfaktoren, die bei größeren Konstrukten wie gp120hC3d3-Fusionen stärker ist. 
Die Länge der Konstrukte spielte hierbei insofern eine Rolle, da sie ausschlaggebend für 
die Menge an gebundenen Faktoren ist (siehe Tabelle C.1). Die Gene standen unter der 
Kontrolle unterschiedlicher konstitutiver Promotoren (gp120-Konstrukte unter dem 
Einfluss des CMV-Promotors und Luciferase unter SV40) und sollten daher keiner 
Promotorkonkurrenz unterliegen. Aufgrund der Verwendung der gleichen RNA-
Polymerase II und überwiegend gleicher Transkriptionsfaktoren könnte es aber trotzdem 
zur gegenseitigen Beeinflussung der Expressionsrate kommen (Schambach et al., 2006). 
Erstaunlicherweise wurden bei Transfektion von luc-tpa1hC3d3 Luciferaseaktivitäten von 
ca. 30% gemessen. Verglichen mit der durchschnittlichen Aktivität von 10% nach 
Transfektion der gp120hC3d3-Konstrukte ist zu vermuten, dass die Länge des Konstrukts 
bei der Konkurrenz um Transkriptions- oder Translationsfaktoren eine Rolle spielt.  
Die Sequenzlänge des Luciferasegens entspricht in etwa den Sequenzlängen der gp120-
Konstrukte. Die Konkurrenz um die Transkriptions- und Translationsfaktoren ist daher in 
etwa gleich. Demzufolge hätte die Luciferaseaktivität nach Transfektion der gp120-
Luciferasekonstrukte bei 50% der maximalen Expression liegen sollen. Allerdings lag 
diese nur bei 40%. Ein Grund für die geringere Aktivität könnte die fehlende 
Kodonoptimierung des Luciferasegens sein, die zu einer verminderten Translation des 
Luciferasetranskripts im Vergleich zu den gp120-Konstrukten führt.  
Nach Transfektion von luc-tpa1gp120ShC3d3 wurde eine Luciferaseaktivität von ca. 50% 
gemessen. Dieser Wert übertraf sogar die Luciferaseexpression der transfizierten 
gp120-Konstrukte. Die Sequenzlänge und die Länge des mRNA-Transkripts von 
tpa1gp120ShC3d3 entspricht der von tpa1gp120hC3d3. Dies weist darauf hin, dass die 
Konkurrenz um die Transkriptionsfaktoren keinen Einfluss auf die nachfolgende 
Expression hatte. Neben geringerer mRNA-Stabilität könnten auch die Konkurrenz um 
Translationsfaktoren oder Sekretionshemmnisse Gründe für die verminderte Expression 
des längeren Konstrukts tpa1gp120ShC3d3 sein. Die erhöhte Luciferaseaktivität bei luc-
tpa1gp120ShC3d3 ist nur schwer erklärbar, da eigentlich eine Aktivität von 40% oder 
weniger zu erwarten wäre. Denn für die Durchleseproteine werden mehr Translations-
faktoren gebraucht und stehen somit nicht mehr für die Luciferaseexpression zur 
Verfügung.  
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Tabelle C.1: Längenvergleich der verwendeten DNA-Sequenzen 
DNA-Sequenz                                                                               
vom Startkodon bis zum letzten Stopkodon Länge in bp 
tpa1hC3d3 2932 
tpa1gp120hC3d3, tpa2gp120hC3d3, tpa2gp120hC3d3 4329 (tpa1), 4332 (tpa2), 4344 (tpa3) 
HIVgp120hC3d3 4311 
tpa1gp120, tpa2gp120, tpa3gp120 1551 (tpa1), 1554 (tpa2), 1566 (tpa3) 
HIVgp120 1533 
tpa1gp120ShC3d3 1551 (1.Stop), 4335 (2.Stop) 
luc 1653 
C.3.3 Zusammenfassung 
Alle gp120-Konstrukte zeigten nach transienter Transfektion eine gute Expression und 
Sekretion. Die Sekretion von gp120 und gp120hC3d3 wurde durch die Verwendung 
verschiedener Signalsequenzen (tpa1, tpa2, tpa3, HIV) nicht beeinflusst. Es konnte 
beobachtet werden, dass sowohl Expressions-, als auch Sekretionsraten der 
gp120hC3d3-Konstrukte geringer waren als die der gp120-Konstrukte.  
Alle Konstrukte wurden daraufhin in einen Luciferasereportervektor (luc) kloniert, um 
herauszufinden, ob die gp120- beziehungsweise gp120hC3d3-Sequenzen Einfluss auf die 
Expression eines endogenen Luciferasegens haben. Es konnte gezeigt werden, dass die 
Länge des translatierten Bereichs der gp120-Konstrukte umgekehrt proportional zur 
Luciferaseaktivität in den Zellen und damit zur Luciferaseexpression war. Um sicherzu-
stellen, ob die Sequenzlänge einen Einfluss auf die Transfektionseffizienz und folglich auf 
die Expression oder Sekretion hat, wurde das Konstrukt luc-tpa1gp120ShC3d3 kloniert. 
Damit konnte gezeigt werden, dass weder die Plasmidgröße, noch die Länge der mRNA 
die Sekretionsrate beeinflusst, es scheint vielmehr die Konkurrenz um Translations-
faktoren und die nachfolgende Sekretion problematisch zu sein. 
Im nächsten Schritt musste gezeigt werden, dass die an gp120 fusionierte immunstimula-
torische Komponente hC3d3 ihren Rezeptor CD21 auf B-Zellen binden kann, da es nur bei 
erfolgter Bindung zu einer Senkung des BCR-Signalschwellenwerts sowie zu einer 
verstärkten B-Zell-Aktivierung kommt (siehe A.2.1.1). 
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C.4 Nachweis der Bindung von hC3d an den Rezeptor CD21 auf 
humanen B-Zellen  
Bei Interaktion von hC3d mit dem Rezeptor CD21 auf der Oberfläche von B-Zellen kommt 
es zu einer beschleunigten B-Zell-Aktivierung (siehe A.2.1.1). Diese Bindung kann nur bei 
funktioneller Faltung von hC3d stattfinden. Die verwendeten Linker müssen dabei den drei 
miteinander verknüpften hC3d-Proteinen ausreichend Bewegungsspielraum bieten, damit 
ein ungehinderter Zugang zu den Bindungsstellen gewährleistet wird. Um zu überprüfen, 
ob die exprimierten gp120hC3d3-Fusionskonstrukte an den Rezeptor CD21 auf B-Zellen 
binden können, wurden verschiedene FACS-Analysen durchgeführt. 
C.4.1 Stimulation von B-Zellen und B-Zellklonen hat keinen Einfluss auf die 
Expression von CD21 
Der Rezeptor CD21 befindet sich hauptsächlich auf der Oberfläche von follikulären 
dendritischen Zellen (FDC) und B-Zellen (Croix et al., 1996; Schwab & Illges, 2001). Für 
die FACS-Analysen sind daher verschiedene B-Zelllinien (Raji, Em-LCL und Ramos) und 
frisch aufgereinigte B-Zellen aus humanen PBMC (B-Zellen) auf ihre CD21-Expression 
hin überprüft worden. Es konnte gezeigt werden, dass aufgereinigte humane B-Zellen und 
die humane B-Zelllinie Raji detektierbares CD21 auf der Oberfläche präsentierten. Auf 
den beiden humanen B-Zelllinien Ramos und Em-LCL hingegen konnte kein oder nur 
wenig CD21 nachgewiesen werden (siehe Abbildung C.10). In der Arbeit von Braun et al. 
wurden bei den unstimulierten Zelllinien Raji ca. 80% und Ramos ca. 8% CD21-positive 
Zellen nachgewiesen (Braun et al., 1998). Von den aufgereinigten B-Zellen waren bis zu 
33% der Zellen positiv für CD21. Der verwendete anti-Maus-Antikörper zeigte jedoch 
einen hohen Hintergrund bei der Kontrollfärbung, daher waren frisch präparierte humane 
B-Zellen ungeeignet für die FACS-Analyse. Von der B-Zelllinie Raji hatten bis zu 50% der 
Zellen CD21 auf ihrer Oberfläche, ohne eine unspezifische Antikörperbindung 
aufzuweisen.  
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Abbildung C.10: Überprüfung verschiedener B-Zellen auf ihre CD21-Expression. Die B-Zelllinien 
Raji, Ramos und Em-LCL wurden in der exponentiellen Wachstumsphase geerntet, gewaschen und durch 
Zugabe des hCD21-spezifischen Antikörpers gefärbt. Die humanen B-Zellen wurden aus einer Blutkonserve 
durch PBMC-Präparation und anschließender MACS-Separation aufgereinigt. Sie wurden ebenfalls mit Hilfe 
des hCD21-spezifischen Antikörpers (α-hCD21) detektiert. Für die FACS-Analyse wurde die Bindung des 
Antikörpers durch eine zweite Färbung mit anti-Maus Phycoerithrin (α-mPE) sichtbar gemacht (b). Als 
Kontrollen wurden die Zellen nicht mit α-hCD21, sondern nur mit α-mPE behandelt (a). Nicht gefärbte Zellen 
sind als graue Fläche dargestellt. Für die FACS-Analyse wurden 20.000 Zellen aufgenommen. Auf der 
Y-Achse ist die gemessene Zellzahl aufgetragen. Auf der X-Achse ist die Mean fluorescence intensity (MFI) 
abgebildet, die ein Maß für die Expressionsrate von CD21 darstellt. 
Um die Mehrzahl der B-Zellen zur Expression von CD21 anzuregen und die Dichte des 
CD21-Rezeptors auf der Oberfläche zu erhöhen, wurden die verschiedenen B-Zellen mit 
IL-2/PMA, IL-2/PHA und IL-2/SAC unspezifisch stimuliert und danach im FACS 
vermessen. Es ist bekannt, dass B-Zellen bei Stimulation mit IL-2 oder PMA eine 
verstärkte Expression von CD21 auf ihrer Oberfläche zeigen (Hivroz et al., 1991; 
Vereshchagina et al., 2001). Stimulation mit PMA kann allerdings zur Scherung von CD21 
auf der Zelloberfläche führen (Masilamani et al., 2003). Daher wurde versucht, die B-
Zellen auch mit IL-2/PHA und IL-2/SAC unspezifisch zur Proliferation anzuregen, um 
damit die CD21-Expression hochzuregulieren. Aufgereinigte B-Zellen aus PBMC sind mit 
IL-2/SAC bereits erfolgreich stimuliert worden (Corcoran et al., 2004; Nanan et al., 2002) 
und die stark mitogene Wirkung von PHA wurde schon früher bei der Proliferation von B- 
und T- Lymphocyten eingesetzt (El Barrawy et al., 1991; van de Griend et al., 1984; 
Weber et al., 1972; Yachnin & Svenson, 1972). 
Ergebnisse  74 
 
Die B-Zellen wurden für die Stimulation in 6-wells ausgesät und pro well mit 20 ng IL-2 
und 10 µg PMA bzw. PHA und 10 ng IL-2 und 0,625 µl SAC für 60 Stunden stimuliert. 
Nach der Stimulation der B-Zellen erfolgte die Färbung mit dem hCD21-spezifischen 
Antikörper und die Vermessung im FACS (siehe Abbildung C.11). Von den aufgereinigten 
humanen B-Zellen wurde nur eine Stimulation (IL-2/PHA) angesetzt, da der Hintergrund 
mit anti-Maus PE sehr hoch war und nur getestet werden sollte, ob sich der Hintergrund 
nach Stimulation abschwächt. 
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Abbildung C.11: Überprüfung der stimulierten B-Zellen auf ihre CD21 Expression. Die B-Zelllinien 
Raji, Ramos und Em-LCL wurden nach der Stimulation mit IL-2/PMA, IL-2/PHA und IL-2/SAC geerntet, 
gewaschen und durch Zugabe des hCD21-spezifischen Antikörpers gefärbt. Die humanen B-Zellen wurden 
nach der Stimulation mit IL-2/PHA abzentrifugiert, gewaschen und ebenfalls mit Hilfe des hCD21-spezifischen 
Antikörpers (α-hCD21) detektiert. Für die FACS-Analyse wurde die Bindung des Antikörpers durch eine zweite 
Färbung mit anti-Maus PE (α-mPE) sichtbar gemacht (b). Als Kontrollen wurden die Zellen nicht mit α-hCD21, 
sondern nur mit α-mPE behandelt (a). Nicht gefärbte Zellen sind als graue Fläche dargestellt. Für die FACS-
Analyse wurden 20.000 Zellen aufgenommen. Bei der Stimulation der Raji-Zellen mit IL-2/PHA und IL-2/PMA 
und der Ramos Zellen mit IL-2/PMA konnten nur zwischen 2.000 und 5.000 Zellen aufgenommen werden, da 
viele Zellen bei der Stimulation abgestorben sind. Auf der Y-Achse ist die gemessene Zellzahl aufgetragen. 
Auf der X-Achse ist die Mean fluorescence intensity (MFI) abgebildet, die ein Maß für die Expression von 
CD21 darstellt. 
In der FACS-Analyse der stimulierten B-Zellen zeigte sich, dass die unspezifische 
Stimulation nicht den gewünschten Effekt hatte. Im Gegenteil, die Anzahl CD21-positiver 
Zellen verringerte sich eher nach der Stimulation (siehe Abbildung C.11). Nach 
Stimulation mit IL-2/PHA konnten bei den aufgereinigten B-Zellen nach Abzug des hohen 
Hintergrunds des anti-Maus-Antikörpers nur noch 15% CD21-positive Zellen festgestellt 
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werden. Bei den B-Zelllinien Raji und Em-LCL war kein CD21 mehr auf der Oberfläche 
der Zellen detektierbar. Interessanterweise zeigte der B-Zellklon Ramos eine deutliche 
Erhöhung der CD21-Expression (10% CD21-positive Zellen), die allerdings immer noch 
deutlich unter der Expression lag, die von der B-Zelllinie Raji erreicht wurde. Nach 
Stimulation mit IL-2/SAC konnte ebenfalls nur bei der B-Zelllinie Ramos eine verbesserte 
Expression festgestellt werden (5% CD21-positive Zellen). Die anderen B-Zellklone Raji 
und Em-LCL zeigten eine verschlechterte oder keine CD21-Expression auf der 
Zelloberfläche. Die Stimulation mit IL-2/PMA resultierte sowohl bei der Zelllinie Raji als 
auch bei Em-LCL (30% bzw. 2% CD21-positive Zellen) in einer verschlechterten 
CD21-Expression im Vergleich zu den nicht stimulierten Zellen (siehe Abbildung C.10). 
Lediglich der B-Zellklon Ramos zeigte nach der Stimulation eine deutlich verstärkte 
CD21-Expression mit bis zu 55% positiven Zellen. Allerdings führte die Stimulation mit 
IL-2/PMA partiell zu einem doppelt so hohen Zellverlust im Vergleich zu den anderen 
Stimulationen, so dass nur noch wenige Zellen vermessen werden konnten (Daten nicht 
gezeigt). 
Beim Vergleich der verschiedenen B-Zellklonen stellte sich heraus, dass die unstimulierte 
Zelllinie Raji die höchste Anzahl an CD21-positiven Zellen (50%) aufwies (siehe 
Abbildung C.10). Für den Bindungsnachweis von hC3d3 an den CD21-Rezeptor wurde 
daher die humane B-Zelllinie Raji verwendet. 
C.4.2 hC3d3- und gp120hC3d3-Fusionsproteine binden effizient an CD21 
Für den Nachweis der Bindung von hC3d3 und gp120hC3d3 an den CD21-Rezeptor 
wurden 3 × 106 Raji B-Zellen abzentrifugiert, gewaschen und mit Zellkulturüberständen 
transfizierter 293T-Zellen für zwei Stunden inkubiert. Die Überstände wurden nach 
CaP-Transfektion von tpa1gp120, tpa1gp120hC3d3 und tpa1hC3d3 nach 48 Stunden 
gewonnen und durch Zentrifugation bei 300 × g für 5 min geklärt. Nach Färbung mit 
α-CD21 und α-hC3d zeigte sich, dass 39% der Raji B-Zellen positiv für CD21 waren und 
27% beziehungsweise 21% der gesamten B-Zellen hC3d3 bzw. gp120hC3d3 gebunden 
hatten. Demzufolge wiesen 69% der CD21-positiven Zellen eine Bindung von hC3d3 auf 
und 54% eine Bindung von gp120hC3d3 (Abbildung C.12d, e). Die höhere Anzahl der 
positiven Zellen bei Einsatz von hC3d3 erklärt sich durch die höhere Expression von 
tpa1hC3d3 gegenüber tpa1gp120hC3d3 (Abbildung C.9) und der fehlenden Normali-
sierung der hC3d-Mengen in den Überständen. Die Bindung von gp120hC3d3 an CD21 
könnte unter Umständen auch durch sterische Hinderungen vermindert sein. Als Negativ-
kontrolle des Antikörpers α-hC3d wurde mit dem Zellkulturüberstand der mit tpa1gp120-
transfizierten Zellen inkubiert (Abbildung C.12f). Um zu verifizieren, dass gp120 keinen 
Einfluss auf die Bindung von C3d an CD21 hat, wurde nach der Inkubation mit den 
Zellkulturüberständen auch mit α-gp120 gefärbt. Es zeigte sich deutlich, dass gp120 ohne 
fusioniertes hC3d3 nicht an die B-Zellen binden konnte (Abbildung C.12i). Die Bindung 
des gp120hC3d3-Fusionsproteins jedoch erwies sich mit α-gp120 als gut nachweisbar. 
Circa 30% der B-Zellen hatten gp120hC3d3 gebunden (siehe Abbildung C.12h). 
Demgemäß zeigten 76% der CD21-positiven B-Zellen eine Bindung von gp120hC3d3-
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Fusionsproteinen. Aufgrund der Verwendung des polyklonalen α-gp120-Antikörpers 
können mehrere Epitope von gp120 erkannt werden, und die Fluoreszenzintensität von 
α-gp120 ist daher gegenüber dem monoklonalen Antikörper α-hC3d leicht erhöht. Als 
Negativkontrolle des Antikörpers α-gp120 wurden die B-Zellen mit dem Zellkultur-
überstand der mit tpa1hC3d3-transfizierten Zellen inkubiert (Abbildung C.12g). Bei 
Kontrollfärbungen mit dem gleichen Antikörperisotyp konnten keine positiven Zellen 
detektiert werden (Daten nicht gezeigt). 
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Abbildung C.12: Bindungsnachweis von gp120hC3d3 und hC3d3 an den Rezeptor CD21. 3 × 106 
humane Raji B-Zellen wurden mit Zellkulturüberständen von 293T-Zellen nach Transfektion mit tpa1gp120, 
tpa1hC3d3 und tpa1gp120hC3d3 für zwei Stunden inkubiert und mit den Antikörpern α-hCD21, α-hC3d und 
α-gp120 gefärbt. Zum Nachweis der CD21-positiven Zellen wurden die Raji-Zellen zunächst mit α-hCD21 und 
α-mPE behandelt (a). Die Funktionalität der Bindung von hC3d an hCD21 wurde durch Inkubation mit hC3d3 
(d) und gp120hC3d3 (e) und nachfolgender Färbung mit α-hC3d und α-mPE gezeigt. Als Kontrolle wurden 
Raji-B-Zellen mit α-mPE allein (b) oder mit α-hC3d und α-mPE ohne Zellkulturüberstände (c) oder nach 
Inkubation mit dem Zellkulturüberstand tpa1gp120-transfizierter Zellen gefärbt (f). Die Detektion der ge-
bundenen gp120hC3d3-Fusionsproteine wurde zusätzlich mit α-gp120 und α-rPE durchgeführt (h). Als 
Kontrolle von α-gp120 erfolgte die Inkubation der B-Zellen mit den Zellkulturüberständen tpa1hC3d3- und 
tpa1gp120-transfizierter Zellen und die anschließende Färbung mit α-gp120 und α-rPE (g, i). Die 
Kontrollfärbung der B-Zellen mit Phycoerithrin-konjugiertem anti-Kaninchen-Antikörper (α-rPE) sowie α-gp120 
mit α-rPE war ebenfalls negativ (Daten nicht gezeigt). Nicht gefärbte Zellen sind als graue Fläche dargestellt. 
Für die FACS-Analyse wurden 20.000 Zellen aufgenommen. Auf der Y-Achse ist die gemessene Zellzahl 
aufgetragen. Auf der X-Achse ist die Mean fluorescence intensity (MFI) dargestellt. 
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C.4.3 Zusammenfassung 
Die verstärkte Immunreaktion auf Antigene nach Kopplung von C3d beruht hauptsächlich 
auf der Bindung von C3d an den Rezeptor CD21 auf der Oberfläche von B-Zellen und 
follikulären dendritischen Zellen mit nachfolgender Signalverstärkung und B-Zell-
Stimulierung. Um zu zeigen, dass das in Säugetierzellen produzierte hC3d3 und 
gp120hC3d3 an CD21 binden kann, wurden zunächst verschiedene B-Zellen auf ihre 
CD21-Produktion hin getestet und schließlich die humane B-Zelllinie Raji ausgewählt. 
Nach Inkubation von gp120, hC3d3 und dem Fusionsprotein gp120hC3d3 konnte die 
Bindungsfunktionalität von hC3d mit einem α–hC3d- und einem α–gp120-Antikörper 
nachgewiesen werden. Die Bindungsstellen von hC3d an humanes und murines CD21 
stimmen laut Literatur überein (Hannan et al., 2005; Szakonyi et al., 2001; Tong et al., 
2006), (siehe auch Anhang F.2). Mehrere Studien zeigten bereits, dass die Bindung von 
humanem C3d eine verstärkte Ca2+-Antwort in murinen Splenozyten auslöst (Henson et 
al., 2001; Lee et al., 2005; Lyubchenko et al., 2005). Die Immunisierung von Mäusen mit 
Plasmiden, die für Fusionsproteine mit humanem C3d kodieren, sollte daher die 
Immunreaktion in gleicher Weise verstärken, wie eine Immunisierung mit DNA-
Konstrukten, die auf murinem C3d basieren. 
C.5 Immunogenität verschiedener gp120hC3d3-Fusionskonstrukte 
im Balb/C-Mausmodell 
In der folgenden immunologischen Studie sollte der Einfluss der hC3d3-Fusion auf die 
Induktion einer Env-spezifischen humoralen und zellulären Immunantwort untersucht 
werden. Um die Immunantworten zu vergleichen, wurden weibliche Balb/C-Mäuse intra-
muskulär (i.m.) mit jeweils 100 µg Plasmid-DNA immunisiert. Für den Versuch wurden 
den Mäusen folgende Plasmide injiziert: tpa3gp120, tpa3gp120hC3d3, HIVgp120, 
HIVgp120hC3d3, tpa1hC3d3 und der Expressionsvektor pcDNA3.1 (mock). Das Plasmid 
tpa1hC3d3 und der pcDNA3.1 fungierten als Negativkontrollen. Die Mäuse wurden in 
Woche 0 grundimmunisiert (prime), in Woche fünf und zwölf wurde ihnen nochmals die 
gleiche DNA-Menge verabreicht (boost). Eine Woche vor der ersten DNA-Injektion und 
jeweils eine Woche nach den Boost-Immunisierungen erfolgten die Blutentnahmen.  
C.5.1 Niedrigere humorale Immunantwort nach Immunisierung von gp120hC3d3-
Fusionskonstrukten 
Die Bestimmung der humoralen Immunantwort erfolgte durch die Untersuchung der Seren 
einzelner Mäuse oder Serenpools der Mausgruppen mittels Antikörper-ELISA oder 
Immunoblot auf die Bildung gp120- oder hC3d-spezifischer Antikörper. Die Mäuse wurden 
vor Beginn der Studie auf das Vorhandensein etwaiger bestehender gp120-spezifischer 
humoraler Antworten getestet (Präimmunseren). Für die Immunisierungsexperimente 
wurden zum einen die DNA-Konstrukte mit der Signalsequenz tpa3 verwendet, da kein 
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Expressions- oder Sekretionsunterschied zwischen den einzelnen tpa-Varianten 
festgestellt werden konnte. Außerdem die Konstrukte mit der HIV-Signalsequenz, da die 
autologe Signalsequenz in den Expressions- und Sekretionsversuchen geringfügig höhere 
Werte erzielte (Abbildung C.5C). 
C.5.1.1 Geringfügige Verbesserung der humoralen Immunantwort bei Verwendung der 
HIV-1 Env Signalsequenz 
Der Einfluss der unterschiedlichen Signalsequenzen tpa3 und HIV wurde nach der letzten 
Immunisierung anhand der α-gp120-Titer der individuellen Mausseren bestimmt. Beim 
Vergleich der gp120-Konstrukte mit tpa3 oder mit HIV als Signalsequenz zeigte sich, dass 
mit der HIV-1 Signalsequenz im Mittelwert scheinbar höhere gp120-spezifische Ig-Titer 
erzielt wurden. Bei der Auftragung der Einzelseren wird jedoch deutlich, dass die höheren 
Mittelwerte nur aufgrund des extrem hohen Titers einer einzelnen Maus zustande 
kommen (Abbildung C.13). Wenn der Wert dieser Maus nicht eingerechnet wird, ist der 
Mittelwert der Titer um fast die Hälfte niedriger (10.000) als der Gesamttiter der Mäuse, 
die mit tpa3gp120 immunisiert wurden (21.000). Die Verwendung von gp120hC3d3-
Konstrukten mit der Signalsequenz HIV erzielte jedoch höhere Ig-Titer (9.400) verglichen 
mit den Mäusen, die mit tpa3gp120hC3d3 immunisiert wurden (3.200). 
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Abbildung C.13: Endpunkttiter individueller Mausseren nach der dritten DNA-Immunisierung. 
Balb/C Mäuse wurden zum Zeitpunkt 0 sowie nach 5 und 12 Wochen mit je 100 µg der angegebenen 
Plasmid-DNA (mock entspricht pcDNA3.1) immunisiert. Für die Ermittlung der gp120-spezifischen Ig-Titer der 
einzelnen Mäuse nach der dritten Immunisierung wurden die Mausseren im ELISA vermessen. Die Titer 
korrespondierten mit dem reziproken Wert der höchsten Serumverdünnung, deren O.D. Wert dreimal höher 
war als der Wert der entsprechenden Verdünnung einer nicht-immunisierten Kontrolle.  
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C.5.1.2 Verringerte Induktion gp120-spezifischer Antikörper nach Immunisierung von 
gp120hC3d3-Fusionskonstrukten 
Der Einfluss der hC3d3-Fusion wurde durch Vermessung der gp120-spezifischen Ig-Titer 
jeweils eine Woche nach der zweiten und der dritten Immunisierung untersucht. Die Seren 
einer Mausgruppe wurden hierbei jeweils vereinigt und erst dann in den spezifischen 
ELISA eingesetzt. Die Immunisierung mit tpa3gp120 und HIVgp120 resultierte in hohen 
Env-spezifischen Antikörpertitern. In tpa3gp120 immunisierten Tieren konnte nach sechs 
Wochen ein Titer von 12.000 und nach 13 Wochen ein Titer von 25.000 festgestellt 
werden. Nach Immunisierung mit HIVgp120 wurde jedoch bereits nach sechs Wochen ein 
Titer von 45.000 erreicht, der sich auch nach der dritten Immunisierung nicht mehr 
veränderte (Abbildung C.14). Dieser ELISA erfolgte allerdings mit den vereinigten Seren 
der Mausgruppen. Es kann daher aufgrund der Vermessung der Einzelmausseren 
(Abbildung C.13) davon ausgegangen werden, dass der Wert einer einzelnen Maus für 
den hohen Gesamttiter verantwortlich war. Den Titer der HIVgp120 immunisierten Tiere 
kann folglich mit dem der tpa3gp120 vakzinierten Mäuse gleichsetzt werden. Die nach 
Injektion von tpa3gp120hC3d3 und HIVgp120hC3d3 induzierten spezifischen Titer waren 
um den Faktor sieben beziehungsweise vier niedriger als die Titer der beiden gp120-
kodierenden Konstrukte. Diese Reduktion entspricht auch der verringerten Expression 
und Sekretion der gp120-Konstrukte nach transienter Transfektion, die sich nach der 
Fusion mit hC3d3 ergab (Abbildung C.5C). Es zeigte sich, dass die Titer tpa3gp120hC3d3-
immunisierter Mäuse mit dem Wert 3.200 um die Hälfte geringer waren als die 
HIVgp120hC3d3-vakzinierter Mäuse mit dem Werte 6.400. Die Verwendung der HIV-1 
Env Signalsequenz scheint folglich einen positiven Einfluss auf die Sekretionseffizienz zu 
haben, entgegen früheren Ergebnissen von Li et al. und Wang et al. (Li et al., 2000; Wang 
et al., 2007; Wang et al., 2006b). Allerdings wurde bei den entnommenen Präimmunseren 
der mit HIVgp120hC3d3 immunisierten Tiere ein leicht erhöhter Grundtiter von 93 
festgestellt, der durchaus die erhöhten Antikörpertiter nach den Immunisierungen 
beeinflusst haben kann. Die Abweichungen zu den ELISA-Ergebnissen in C.5.1.1 kamen 
dadurch zustande, dass die Vermessung der individuellen Mausseren unabhängig von 
den vereinigten Mausseren erfolgte. 
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Abbildung C.14: Humorale Immunantwort nach intramuskulärer DNA-Immunisierung verschiedener 
gp120-Konstrukte. Balb/C Mäuse wurden am Zeitpunkt 0, sowie nach fünf und zwölf Wochen mit je 100 µg 
der angegebenen Plasmid-DNA (mock entspricht pcDNA3.1) immunisiert. Jeweils eine Woche nach der 
zweiten und dritten Immunisierung wurden die Env-spezifischen Ig-Titer der immunisierten Versuchstiere im 
ELISA ermittelt. Die Titer korrespondierten mit dem reziproken Wert der höchsten Serumverdünnung, deren 
O.D.-Wert dreimal höher war als der Wert der entsprechenden Verdünnung einer nicht-immunisierten 
Kontrolle. 
C.5.1.3 Immunisierung von gp120-Konstrukten führt zu einer TH1-Polarisierung der 
humoralen Immunantwort  
In mehreren Studien wird davon ausgegangen, dass die Immunantwort bei 
C3d3-gekoppelten Antigenen eher in Richtung TH2-Antwort tendiert (Bower et al., 2005; 
Liu et al., 2004; Mitchell et al., 2003; Wang et al., 2006d) Um diese Hypothese zu 
überprüfen, wurden die Mausserenpools auf eine unterschiedliche Ausprägung der 
Immunglobulinantwort getestet. Die Expression der Immunglobulintypen IgG2a und IgG1 
ist ein Indiz für die Ausrichtung der Immunantwort hin zu einer TH1- oder TH2-Antwort. 
Anhand des dominierenden Immunglobulintyps kann so die Ausrichtung der 
Immunantwort bestimmt werden. Verstärkte Expression von IgG2a steht dabei für die 
Verschiebung in Richtung TH1-Antwort, verstärkte Expression von IgG1 für eine 
Verschiebung zu einer TH2-Antwort. Die Mausserenpools tpa3gp120 und 
tpa3gp120hC3d3 immunisierter Mäuse wurden auf ihren Gehalt an IgG2a- und 
IgG1-Antikörpern untersucht. Es stellte sich heraus, dass weder IgG2a-, noch 
IgG1-Antikörper in den Mausseren der mit gp120hC3d3-Fusionskonstrukten immunisierten 
Mäuse nachweisbar waren. Bei den Mäusen, die mit tpa3gp120 immunisiert wurden, 
zeigte sich, dass IgG2a die Immunglobulinexpression dominierte (Abbildung C.15). Dies 
wies darauf hin, dass DNA-Immunisierung von gp120-Konstrukten ohne hC3d3-Fusion die 
humorale Immunantwort in Richtung TH1 verschiebt. 
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Tabelle C.2: Berechnung des 
Verhältnisses von IgG1 zu IgG2a 
Abbildung C.15: Bestimmung der TH1-/TH2-Polarisierung. Die Mausserenpools wurden in mehreren 
Verdünnungen aufgetragen und auf ihren IgG2a und IgG1-Gehalt überprüft. Der ELISA wurde mit Streptavidin 
gebundenen α-Maus IgG2a und α-Maus IgG1 Antikörpern durchgeführt. Die Detektion erfolgte mit einem HRP 
gekoppelten α-Biotin Antikörper und dem Substrat TMB. Als Einheit ist die Optische Dichte bei 450 nm 
(OD450) angegeben. In (A) die Ergebnisse der mit tpa3gp120 immunisierten Mäuse und in (B) ELISA-Daten 
der mit tpa3gp120hC3d3 immunisierten Mäuse. (C) Endpunkttiter der jeweiligen Isotypen in den vermessenen 
Mausserenpools. Die Endpunkttiter korrespondierten mit dem reziproken Wert der höchsten 
Serumverdünnung, deren O.D.-Wert zweimal höher war als der Wert der entsprechenden Verdünnung einer 
nicht-immunisierten Kontrolle. 
Für die Bestimmung der Polarisierung der vorherrschenden Immunantwort wurde zudem 
das Verhältnis IgG1-Titer zu IgG2a-Titer berechnet. Ein Verhältnis IgG1 zu IgG2a >> 1 
weist auf eine TH2 Antwort hin, ein Verhältnis < 1 hingegen auf eine TH0/TH1 basierende 
Immunreaktion. Die Untersuchungen bestätigten, dass tpa3gp120 mit einem IgG1/IgG2a 
Verhältnis von 0,625 eine TH0/TH1-vermittelte Immunantwort stimuliert. Die Immunisierung 
der Mäuse mit tpa3gp120hC3d3 resultierte in so niedrigen Gesamttitern, dass eine 
Bestimmung von IgG1 und IgG2a Titern nicht möglich war (siehe Tabelle C.2). 
Gruppe Ratio IgG1 zu IgG2a 
tpa3gp120 0,625 
tpa3gp120hC3d3 Nicht berechenbar 
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C.5.1.4 Induktion einer hC3d-spezifischen Immunantwort in Mäusen 
In den Mausimmunisierungsexperimenten wurde im Gegensatz zu anderen Studien 
humanes und nicht murines C3d verwendet (Gor et al., 2006; Mitsuyoshi et al., 2005; 
Ross et al., 2001; Wang et al., 2004a). Murines und humanes C3d weisen zwar eine hohe 
Homologie ihrer Aminosäuresequenz auf (71%), aber die Studie von Green et al. zeigt, 
dass die Verwendung speziesfremder C3d-Proteine zu Antikörperbildung führen kann 
(Green et al., 2003). Um zu überprüfen, ob die Mäuse α-hC3d Antikörper bildeten, wurden 
Zelllysate und Zellkulturüberstände von 293T-Zellen nach Transfektion von tpa1hC3d3 auf 
ein SDS-Acrylamidgel aufgetragen und eine Western Blot Analyse mit den vereinigten 
Mausseren durchgeführt (Abbildung C.16). Trotz der hohen Aminosäuresequenz-
homologie ließen sich in den Seren der Mäuse, die mit tpa1hC3d3, tpa3gp120hC3d3 oder 
HIVgp120hC3d3 immunisiert wurden, α-hC3d Antikörper nachweisen. Auf der erwarteten 
Laufhöhe des aufgetragenen hC3d3 (ca. 100 kDa) wurden deutlich AP-gefärbte Banden 
sichtbar, folglich kam es zur Bildung von α-hC3d Antikörpern. Als Negativkontrollen 
wurden auch Seren von Mäusen überprüft, die mit pcDNA3.1 (mock), tpa3gp120 oder 
HIVgp120 immunisiert wurden, hier zeigten sich wie erwartet keine Banden auf der Höhe 
von hC3d3. 
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Abbildung C.16: Überprüfung der gepoolten Mausseren auf hC3d-spezifische Antikörper mittels 
Western Blot-Analyse. Für die Transfektion wurden 2 × 105 293T-Zellen ausgesät und mit 15 µg Plasmid-
DNA (tpa1hC3d3) transfiziert. Nach 48 Stunden erfolgte die Abnahme des Zellkulturüberstands mit 
anschließender Abzentrifugation der Zellbestandteile (300 × g für 5 min) sowie die Ernte der Zellen mit 
nachfolgender Lyse durch 150 µl RIPA-Puffer. Je 50 µg Gesamtprotein des Zelllysats (A) beziehungsweise 
30 µl des Überstands (B) wurden pro Spur auf ein 7,5%iges SDS-Acrylamidgel aufgetragen. Die 
nachfolgende Western Blot-Analyse wurde mit den angegebenen Mausserenpools durchgeführt. Die 
Entnahme der Seren erfolgte eine Woche nach der dritten Immunisierung. Die Seren der sechs Mäuse, die 
mit dem gleichen Konstrukt immunisiert wurden, wurden vereinigt. Nach Inkubation der Serenpools mit den 
auf der Membran immobilisierten hC3d3-Proteinen wurden die gebundenen α-hC3d Antikörper mit einem 
α-Maus AP Antikörper nachgewiesen.  
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C.5.2 Vergleichbare zelluläre Immunantwort nach Immunisierung von gp120- und 
gp120hC3d3-Konstrukten 
Zur Bestimmung der zellulären Immunantwort der Mäuse nach intramuskulärer DNA-
Immunisierung wurden den Tieren eine Woche nach der letzten Immunisierung die Milz 
entfernt und daraus die Splenozyten präpariert. Die aus ENVCN54 stammenden 15-mer 
Peptide (THACVPADPNPQEMV) und V15V (VPADPNPQEMVLENV), die als murine 
gp120 CTL-Epitope bekannt sind (Wild J., unpublizierte Daten) wurden für die Stimulation 
der T-Zellen und das Auslesen der spezifischen Immunantwort verwendet. Das 9-mer 
Peptid A9I (AMQMLKETI), ein bekanntes p24 CTL-Epitop (Nakamura et al., 1997; Selby 
et al., 1997), diente als Kontrollpeptid. Die Induktion einer starken zellulären 
Immunantwort wurde im Detail über die Messung der IFNγ-Induktion mit verschiedenen 
Testmethoden bestimmt.  
C.5.2.1 Die Verwendung der HIV-Signalsequenz führt zu einer höheren Anzahl 
IFNγ-sezernierender Milzzellen  
Mit einem ELISPOT konnte die Anzahl Interferon γ (IFNγ)-sezernierenden Zellen 
24 Stunden nach in vitro-Restimulation der Splenozyten mit den Peptiden T15V und V15V 
quantifiziert werden. Die in Abbildung C.17 angegebenen Daten geben Mittelwerte aus 
drei Ansätzen wieder. Alle immunisierten gp120-Konstrukte zeigten eine erhöhte Anzahl 
an spezifisch stimulierbaren, IFNγ-freisetzenden Zellen. Dabei war die Anzahl der 
spezifisch stimulierten Zellen nach Immunisierung mit gp120hC3d3-Fusionskonstrukten 
ebenso hoch wie bei der Immunisierung mit gp120-Plasmiden ohne hC3d3. Dies war 
unerwartet, da in vorherigen Ergebnissen die Expression (siehe C.3.1.3) und die 
humorale Immunantwort (siehe C.5.1.2) der gp120hC3d3-Fusionskonstrukte schwächer 
war, als die der gp120-Konstrukte. Die Fusion von hC3d3 scheint die verringerte 
Expression durch eine verstärkte Stimulation der zellulären Immunantwort auszugleichen. 
Eine Erklärung wäre die Bindung der hC3d3-Fusionsproteine an CD21 auf follikulären 
dendritischen Zellen, die zu einer verstärkten Stimulation der T-Zellen beitragen (siehe 
A.2.1.2). Ein Anstieg an IFNγ-freisetzenden Zellen um den Faktor 1,5 konnte nur bei der 
Verwendung der HIV-1 Env Signalsequenz beobachtet werden. Expression und Sekretion 
der verschiedenen Konstrukte zeigte keine signifikante Erhöhung bei Verwendung der 
Signalsequenz HIV (siehe C.3.1.2). Der Vergleich mit den humoralen Immunantworten 
zeigt, dass die Antikörpertiter nach Immunisierung der Konstrukte mit der HIV-
Signalsequenz teilweise höher waren (siehe C.5.1.1). Die Maus, die bereits bei den 
humoralen Immunantworten der mit HIVgp120 immunisierten Mäuse zu einem erhöhten 
Mittelwert führte (siehe C.5.1.1), könnte auch für die hohe Standardabweichung dieser 
Gruppe im ELISPOT verantwortlich sein. Allerdings wurden die Milzen nach der 
Entnahme innerhalb der Gruppen vereinigt, so dass keine Einzeluntersuchung mehr 
möglich war. Die mit Vektor pcDNA3.1 (mock) oder tpa1hC3d3 immunisierten Gruppen 
zeigten keine signifikante Anzahl an IFNγ-freisetzenden Zellen. In diesen Mausgruppen 
lag die Anzahl der detektierten Zellen bei weniger als fünf. 
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Abbildung C.17: Env-spezifische CD8+ zytotoxische T-Zellantworten von Milzzellen. Splenozyten 
wurden eine Woche nach der dritten Immunisierung präpariert und die Anzahl IFNγ-sezernierender Zellen mit 
Hilfe der Env-spezifischen Peptide T15V und V15V im ELISPOT bestimmt. Die Balken geben den Mittelwert 
aus drei Ansätzen wieder. Weiße Balken repräsentieren nicht stimulierte Zellen, graue mit unspezifischen A9I 
Peptid restimulierte und schwarze spezifisch mit den Peptiden T15V und V15V stimulierte Zellen. Die Werte 
repräsentieren die Anzahl an positiven Zellen pro 1 × 106 untersuchter Zellen. Als Kontrollen dienten 
pcDNA3.1 (mock) und tpa1hC3d3 immunisierte Mäuse. 
C.5.2.2 Verwendung der HIV-Signalsequenz führt zu einer erhöhten intrazellulären IFNγ-
Produktion in CD8+-T-Zellen  
Mit Hilfe der FACS-Analyse konnten verantwortliche IFNγ-sezernierende Subpopulationen 
genauer analysiert werden. Die Milzzellen der immunisierten Mäuse wurden entnommen 
und präpariert. Durch die spezifische Oberflächenfärbung von CD4+- und 
CD8+-T-Lymphozyten sowie die intrazelluläre Färbung von IFNγ konnte die Anzahl IFNγ-
produzierender CD8+-T-Lymphozyten quantifiziert werden. Wie auch schon im ELISPOT 
festgestellt, erzielten alle Gruppen, die mit gp120- oder gp120hC3d3-Konstrukten 
immunisiert wurden, eine hohe IFNγ−Sekretion. Wiederum zeigten sich zwischen den mit 
gp120hC3d3-Fusionskonstrukten und den mit gp120-Konstrukten immunisierten Gruppen 
keine Unterschiede bei der Anzahl der IFNγ-produzierenden CD8+-Zellen. Der Grund 
hierfür dürfte, wie bereits bei den ELISPOT-Ergebnissen in C.5.2.1 beschrieben, in der 
Bindung von hC3d an CD21 follikulärer dendritischer Zellen liegen, die durch verstärkte 
Präsentation die zelluläre Immunantwort zusätzlich stimuliert. In der Gruppe mit 
HIVgp120hC3d3 und HIVgp120 immunisierten Mäusen wurden 1,5 bis zweimal mehr 
IFNγ-produzierende CD8+-Zellen festgestellt als in den mit tpa3gp120hC3d3 und 
tpa3gp120 vakzinierten Gruppen. Die hohe Standardabweichung bei der Gruppe, die mit 
HIVgp120 immunisiert wurde, kann unter Umständen auf eine einzelne Maus zurück-
geführt werden, die bereits bei der humoralen Immunantwort den Mittelwert erhöhte 
(siehe C.5.1.1). Die Milzen wurden allerdings nach der Entnahme innerhalb der Gruppen 
vereinigt, so dass keine Einzeluntersuchung mehr möglich war. Abbildung C.18 zeigt den 
Anteil der Interferon γ-produzierenden CD8+-T-Zellen, bezogen auf 3 × 105 CD8+-T-Zellen.  
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Abbildung C.18: Intrazelluläre IFNγ-Färbung von CD8+-T-Lymphozyten restimuliert mit den Env-
spezifischen Peptiden T15V und V15V. Anteil IFNγ-produzierender CD8+-T-Lymphozyten von 3 × 105 unter-
suchten CD8+-T-Lymphozyten (schwarze Balken). Zur Kontrolle der spezifischen Restimulation wurden nicht 
stimulierte (Medium) und unspezifisch stimulierte Zellen (Peptid A9I) mit vermessen (weiße und graue 
Balken). 
C.5.3 Zusammenfassung 
Die zusätzliche Fusion von drei humanen C3d-Kassetten konnte weder die humoralen 
noch die zellulären Immunantworten gegen das kodonoptimierte HIV-1 Antigen (gp120) 
signifikant verbessern. Es konnte im Gegenteil gezeigt werden, dass die hC3d3-Fusions-
konstrukte einen negativen Einfluss auf die Höhe der Antikörpertiter hatten. Die Anzahl an 
IFNγ-sezernierenden CD8+-Zellen hingegen veränderte sich nicht nach hC3d3-Fusion. 
Dieses Ergebnis ist vermutlich auf die Bindung an CD21 auf follikulären dendritischen 
Zellen und die damit verbundene zusätzliche Präsentation der gp120hC3d3-
Fusionskonstrukte zurückzuführen. 
Frühere DNA-Immunisierungen zeigten, dass es nach Immunisierung von spezies-
fremdem C3d zur Induktion von Antikörpern gegen dieses C3d kommt (Green et al., 
2003). Für die Versuche in dieser Arbeit wurde humanes C3d gewählt, da die Konstrukte 
später für den Einsatz in humanen Impfstudien verwendet werden sollen. Humanes und 
murines C3d besitzen zwar die gleichen Bindungsstellen für CD21 und sind in ihrer 
Aminosäuresequenz zu 71% identisch (Green et al., 2003), (siehe auch Anhang F.2), 
aber die geringen Unterschiede reichten bereits für die Ausbildung von hC3d-spezifischen 
Antikörpern aus.  
Der Vergleich der für die Immunisierung verwendeten Signalsequenzen ergab, dass 
Konstrukte mit HIV einen höheren Antikörpertiter und mehr IFNγ-produzierende Zellen 
generierten als Konstrukte mit tpa3-Signalsequenzen. Die Verwendung von kodon-
optimierten gp120-Plasmiden mit der Signalsequenz von HIV-1 Env (HIV) in Impfstudien 
ist demnach auch eine vielversprechende Strategie, um eine effektive humorale und 
zelluläre Immunantwort gegen gp120 zu generieren. Die Fusion von hC3d hingegen 
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zeigte im Mausmodell keinen positiven Effekt hinsichtlich einer Erhöhung der 
Antikörpertiter. 
Die Austestung im murinen System gab jedoch nur erste Anhaltspunkte bezüglich der 
Effektivität der verwendeten Konstrukte. Um sicherzustellen, dass das verwendete 
humane C3d in vivo funktionell ist, wurde für weitere Studien das Kaninchenmodell 
gewählt, da humanes C3d und C3d von Kaninchen eine höhere Homologie der 
Aminosäuresequenzen aufweisen (81%) als humanes und murines C3d (71%) (Green et 
al., 2003), (siehe auch Anhang F.2). 
C.6 Immunogenität der gp120hC3d3-Fusionskonstrukte im New-
Zealand-White-Rabbit-Modell 
In der folgenden immunologischen Studie wurde der Einfluss der hC3d3-Fusion auf die 
Induktion einer Env-spezifischen humoralen Immunantwort in Kaninchen untersucht. Für 
den Versuch wurden je zwei Kaninchen folgende Plasmide injiziert: HIVgp120 und 
HIVgp120hC3d3. Als Negativkontrolle diente ein nicht immunisiertes Kaninchen. Um die 
Immunantworten zu vergleichen, wurden weibliche New-Zealand-White-Kaninchen 
viermal i.m. mit jeweils 1 mg Plasmid-DNA immunisiert. Der erste Protein-Boost wurde mit 
1 × 106 gp120-präsentierenden RK13-Zellen durchgeführt, zwei weitere Proteinimmuni-
sierungen mit 45 µg und 5 µg gereinigtem gp140CN54. Die Kaninchen wurden in Woche 0 
grundimmunisiert, in Woche 3, 6 und 9 mit DNA geboostet und in Woche 20, 40 und 42 
erfolgten die Proteinimmunisierungen. 
C.6.1 Verschlechterung der humoralen Immunantwort nach Immunisierung von 
gp120hC3d3-Fusionskonstrukten 
Die humorale Immunantwort nach Immunisierung wurde bestimmt, indem die Seren der 
Kaninchen einzeln mittels Antikörper-ELISA oder Immunoblot auf die Bildung gp120- oder 
hC3d-spezifischer Antikörper untersucht wurden. Die Kaninchen wurden vor Beginn der 
Studie auf das Vorhandensein etwaiger bestehender humoraler Antworten getestet. Für 
die Immunisierungsexperimente wurden die DNA-Konstrukte mit der HIV-Signalsequenz 
verwendet, da die autologe Signalsequenz in der vorhergehenden Mausimmunisierungs-
studie bessere humorale und zelluläre Immunantworten generierte (siehe C.5). 
C.6.1.1 Verringerte Induktion gp120-spezifischer Antikörper nach Immunisierung von 
HIVgp120hC3d3 
Der Einfluss der hC3d3 Fusion wurde durch Vermessung gp120-spezifischer Ig-Titer 14, 
24, 45, 49 und 63 Wochen nach der Grundimmunisierung untersucht (Abbildung C.19). 
Die Seren wurden direkt in den spezifischen ELISA eingesetzt. Die Immunisierung mit 
HIVgp120 resultierte dabei in hohen Env-spezifischen Antikörpertitern. Nach den DNA 
Immunisierungen wurde bei einem Kaninchen ein Titer von 2.000 erreicht, bei dem 
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zweiten Tier ein Titer von 800. Nach dem ersten Protein-Boost stagnierten die Werte und 
erst nach der zweiten und dritten Proteinimmunisierung mit gereinigtem gp140CN54 wurden 
Env-spezifische Titer von bis zu 100.000 gemessen. Das Tier mit dem höchsten 
Antikörpertiter hatte sogar noch nach 63 Wochen einen Titer von 6.400. Bei einem 
Kaninchen, das durchgängig geringere Titer zeigte (maximaler Titer 8.000), konnte nach 
63 Wochen keine gp120-spezifische Immunantwort mehr detektiert werden. Allerdings 
wurde vom Tierlabor mitgeteilt, dass dieses Tier Krankheitsanzeichen zeigte.  
Die spezifischen Titer, die nach Injektion von HIVgp120hC3d3 induziert wurden, waren, 
verglichen mit den beiden gp120-kodierenden Konstrukten, teilweise bis zu 60 fach 
niedriger. Es zeigte sich, dass die Titer HIVgp120hC3d3-immunisierter Kaninchen erst 
nach der ersten beziehungsweise dritten Proteinimmunisierung detektierbar waren (800 
und 300) und auch keine größeren Steigerungen mehr erfolgten. Der höchste erreichte 
Titer war 800 bzw. 1.600. Unerwarteterweise konnten nach 63 Wochen gar keine 
gp120-spezifischen Antikörper mehr gemessen werden. Diese verminderte humorale 
Immunantwort der hC3d3-Konstrukte entspricht der verringerten Expression und Sekretion 
der gp120-Konstrukte nach transienter Transfektion, die nach Fusion mit hC3d3 
beobachtet wurde (Abbildung C.5C). Andererseits entspricht die schwache Immunantwort 
den Ergebnissen der Mausstudie (Abbildung C.14). Dieses Resultat zeigte, dass die 
Fusion von hC3d3 auch bei der Immunisierung der Kaninchen einen negativen Einfluss 
auf die Höhe der Antikörpertiter hat und keinen Vorteil für kodonoptimierte DNA-Vakzine-
konstrukte birgt. 
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Abbildung C.19: Humorale Immunantwort nach intramuskulärer DNA-Immunisierung verschiedener 
gp120-Konstrukte. Je zwei New-Zealand-White-Kaninchen wurden am Zeitpunkt 0, sowie nach 3, 6 und 
9 Wochen mit je 1 mg der angegebenen Plasmid-DNA immunisiert. Nach 20 Wochen wurde mit 
gp120-exprimierenden RK13-Zellen geboostet, und in Woche 40 und 42 wurde mit gereinigtem gp140CN54 
Protein (45 µg und 5 µg) nochmals immunisiert. Nach 14, 24, 45, 49 und 63 Wochen wurden die Env-spezi-
fischen Ig-Titer der immunisierten Versuchstiere im ELISA ermittelt. Die Titer korrespondierten mit dem 
reziproken Wert der höchsten Serumverdünnung, deren O.D.-Wert zweifach höher war als der Wert der 
entsprechenden Verdünnung des Präimmunserums. 
Ergebnisse  88 
 
C.6.1.2 Keine Induktion hC3d-spezifischer Antikörper im Kaninchen 
In den Kaninchenimmunisierungsexperimenten wurde wie in der Mausstudie humanes 
C3d verwendet. Im Gegensatz zu murinem weist Kaninchen-C3d mit humanem C3d eine 
höhere Homologie der Aminosäuresequenz auf (81%). Die Studie von Green et al. zeigt, 
dass sich trotzdem bei Verwendung humaner C3d-Proteine Antikörper im Kaninchen 
entwickeln können (Green et al., 2003). Um zu überprüfen, ob sich α-hC3d Antikörper in 
den Kaninchen gebildet hatten, wurden Zellkulturüberstände von 293T-Zellen nach 
Transfektion von tpa1hC3d3 auf ein SDS-Acrylamidgel aufgetragen und eine Western Blot 
Analyse mit den einzelnen Kaninchenseren durchgeführt (Abbildung C.20). Bei den 
Proteinimmunisierungen wurde kein hC3d3 mehr eingesetzt, daher wurden für die 
Überprüfung der α-hC3d Antikörper die nach 14 Wochen abgenommenen Seren 
verwendet. Zu diesem Zeitpunkt sollten die hC3d-spezifischen Antikörperantworten am 
höchsten sein. In den Seren der Kaninchen, die mit HIVgp120hC3d3 immunisiert wurden, 
konnten keine α-hC3d Antikörper nachgewiesen werden (Spur 3 und 4). Dies ist vermut-
lich in der hohen Aminosäuresequenzhomologie begründet. Auf der Laufhöhe des aufge-
tragenen hC3d3 (ca. 100 kDa) wurden keine AP-gefärbten Banden sichtbar, folglich kam 
es nicht zur Bildung von α-hC3d Antikörpern (siehe Abbildung C.20). Als 
Negativkontrollen wurden die Seren von Kaninchen überprüft, die mit HIVgp120 
immunisiert wurden (Spur 1 und 2).  
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Abbildung C.20: Überprüfung der Kaninchenseren auf hC3d-spezifische Antikörper mittels 
Western Blot-Analyse. Für die Transfektion wurden 2 × 105 293T-Zellen ausgesät und mit 15 µg Plasmid-
DNA (tpa1hC3d3) transfiziert. Nach 48 Stunden erfolgte die Abnahme des Zellkulturüberstands mit 
anschließender Abzentrifugation der Zellbestandteile (300 × g für 5 min) sowie die Ernte der Zellen mit 
nachfolgender Lyse durch 150 µl RIPA-Puffer. Je 50 µg Gesamtprotein des Zelllysats (A) beziehungsweise 
30 µl des Überstands (B) wurden pro Spur auf ein 7,5%iges SDS-Acrylamidgel aufgetragen. Als Positiv-
kontrolle wurde das Mausserum nach Immunisierung von tpa3gp120hC3d3 verwendet (siehe Abbildung C.16). 
Die nachfolgende Western Blot Analyse wurde mit den einzelnen Kaninchenseren durchgeführt. Die Ent-
nahme der Seren erfolgte fünf Wochen nach der letzten DNA-Immunisierung. Nach Inkubation der Seren mit 
den auf der Membran immobilisierten hC3d3-Proteinen wurde mit einem α-Kaninchen AP-Antikörper gefärbt. 
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C.6.1.3 Kein Nachweis gp120-spezifischer B-Gedächtniszellen möglich 
Mit der Bestimmung der Anzahl gp120-spezifischer B-Gedächtniszellen sollte überprüft 
werden, ob die hC3d3-Fusion an gp120 einen Einfluss auf die Bildung spezifischer 
B-Gedächtniszellen hat. Für den Test wurde Kaninchenblut nach der ersten und nach der 
letzten Proteinimmunisierung entnommen und periphere mononukleäre Blutzellen 
(PBMC) präpariert. Diese PBMC wurden ausgesät und mit IL-2 (10 ng) und SAC (1:5.000) 
für fünf Tage stimuliert. Anschließend wurde ein B-Zell-ELISPOT durchgeführt. Zur Be-
stimmung der Gesamtzahl an IgG-sezernierenden Zellen nach in vitro-Restimulation der 
PBMC mit IL-2 und SAC wurde eine ELISPOT-Platte mit dem Anti-rabbit IgG-capture-
Antikörper R96 beschichtet. Zur Bestimmung der Anzahl an anti-gp120-sezernierenden 
Zellen wurde eine zweite Platte mit rekombinantem gp140CN54 beschichtet. Nach 
Blockieren unspezifischer Bindungen wurden je 100 µl einer entsprechenden Verdünnung 
der stimulierten PBMC (0,5-5 × 105 Zellen pro well) zugegeben und 15 h bei 37°C 
kultiviert. Anschließend wurden die Zellen durch Waschen entfernt und die gebundenen 
Antikörper mit dem sekundären, AP-gekoppelten anti-rabbit-detection-Antikörper RG16 
(1:5.000) detektiert. Die entstandenen Spots wurden ausgezählt. Die Gesamtzahl der Ig-
sezernierenden Zellen war mit 60 bis 300 bei 5 × 105 PBMC zu niedrig, um gp120-
spezifische B-Zellen detektieren zu können. Als Kontrolle wurden PBMC eines nicht 
immunisierten Kaninchens vermessen und so der Hintergrund des spezifischen ELISPOT 
festgestellt (fünf Spots). Bei den mit HIVgp120 und HIVgp120hC3d3 immunisierten Hasen 
konnten keine gp120-spezifischen B-Gedächtniszellen nachgewiesen werden, da die 
Anzahl detektierter Spots nicht über den Hintergrund hinausging (Daten nicht gezeigt). 
C.6.2 Zusammenfassung 
Die Kaninchenimmunisierungen zeigten, dass die Fusion von drei hC3d-Kassetten die 
gegen gp120 gerichtete humorale Immunantwort nicht signifikant steigern konnte. Im 
Gegenteil, es wurde das Ergebnis der Mausstudie bestätigt, dass die Fusion von hC3d3 
einen negativen Einfluss auf die Höhe der Antikörpertiter hat. Die Titer der Tiere, die mit 
gp120hC3d3-Fusionskonstrukten immunisiert wurden, waren erst nach dem ersten 
Protein-Boost detektierbar und nach 63 Wochen nicht mehr nachweisbar. Im Gegensatz 
dazu war in der Langzeitstudie bei einem mit HIVgp120 vakzinierten Kaninchen der 
Antikörpertiter nach 63 Wochen noch relativ hoch. 
Für die Impfstudien wurde humanes C3d gewählt, da die Konstrukte später in humanen 
Impfstudien verwendet werden sollen. Die DNA-Immunisierungen zeigten, dass 
Kaninchen, im Gegensatz zu Mäusen (C.5.1.4), keine Antikörper gegen hC3d bildeten. Es 
betätigte sich die Vermutung, dass die höhere Aminosäuresequenzhomologie des 
humanen und des Kaninchen C3d-Proteins die Bildung von α-hC3d Antikörpern in 
Kaninchen unterdrückt. Für zukünftige Immunisierungsstudien sollte daher das 
Kaninchenmodell gewählt werden, um unerwünschte Effekte der Immunabwehr bei Boost-
Immunisierungen zu vermeiden. 
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C.7 Design und Aufbau GagIIIB-basierter virusähnlicher Partikel 
Mit virusähnlichen Partikeln (VLP, virus-like particles), die auf HIV-1 Gag (Pr55Gag) 
basieren, konnten in verschiedenen Tiermodellen bereits vielversprechende humorale und 
zelluläre Immunantworten induziert werden (Buonaguro et al., 2007; Deml et al., 2005; 
Doan et al., 2005; Notka et al., 1999; Wagner et al., 1996b; Young et al., 2006). Diese 
virusähnlichen Partikel enthalten alle immunologisch relevanten Strukturen, aber keine 
ungewollten regulatorischen Proteine und kein infektiöses Material. Die 
kapsidprotein-basierten VLP von HIV-1 besitzen die Fähigkeit, sich selbst zu hoch-
organisierten partikulären Strukturen zusammenzulagern und können in großen Mengen 
produziert und aufgereinigt werden. Neben einer effizienten humoralen Immunantwort 
induzieren diese VLP auch eine effiziente CD8+- und CD4+-T-Zell-vermittelte Immun-
antwort. So konnten starke humorale Immunantworten nach VLP-Immunisierung in 
Mäusen, Kaninchen und in Rhesusaffen ausgelöst werden (Buonaguro et al., 2007; Deml 
et al., 1997b; Deml et al., 2005; Kuate et al., 2006; Montefiori et al., 2001; Wagner et al., 
1996a). Zudem sind Pr55Gag-Partikel auch fähig, CD8+ zytotoxische T-Zellen in 
Rhesusmakaken zu stimulieren (Paliard et al., 2000). In vitro-Versuche zeigten, dass HIV-
basierte VLP auch humane CD8+-T-Zellen stimulieren können (Tsunetsugu-Yokota et al., 
2003).  
C.7.1 Herstellung verschiedener VLP-Varianten  
HIV-1 VLP werden durch Assemblierung der Pr55Gag-Proteine gebildet (siehe A.3.4.2). 
Um eine starke konstitutive Expression von Gag-Proteinen für die VLP sicher zu stellen, 
wurde ein synthetisch generiertes kodonoptimiertes syngag-Konstrukt verwendet (Bojak 
et al., 2002). Dieses wurde in den multiplen Klonierungsbereich (MCS) des 
eukaryontischen Expressionsvektors pcDNA3.1 unter die Kontrolle des CMV-Promotors 
gesetzt (pcDNA3.1_syngagIIIB, Abbildung C.21,1). Für die VLP wurde die kodonoptimierte 
Sequenz von syngagIIIB benutzt, da diese bereits in mehreren Studien eine gute 
Expression und Partikelbildung zeigte (Bojak et al., 2002; Deml et al., 2001; Deml et al., 
2005; Graf et al., 2000; Graf et al., 2004; Kofman et al., 2003). 
C.7.1.1 Herstellung verschiedener gp120- und gp140-VLP-Varianten 
Die gp120- und gp140-Konstrukte wurden entweder unter der Kontrolle des SV40-
Promotor auf dem pcDNA3.1_syngagIIIB-Plasmid (gekennzeichnet mit S_) exprimiert, oder 
sie wurden unabhängig von syngagIIIB einzeln in den MCS von pcDNA3.1 unter die 
Kontrolle des CMV-Promoters gesetzt. Konstrukte 7 und 8 in Abbildung C.21 wurden nur 
als Einzelplasmide ohne syngagIIIB hergestellt. Für die Herstellung der unterschiedlichen 
gp120- und gp140-VLP-Konstrukte wurde eine auf Säugetierkodons optimierte Nuklein-
säuresequenz von gp140 des C-clade Isolats CN54 (acc no: AX149771) (Su et al., 2000) 
und tpa1gp120 (siehe C.2.1) verwendet. Durch PCR wurden die Sequenzen mit den 
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passenden Schnittstellen versehen und am 3´-OH-Ende mit den auf Säugetierkodons 
optimierten Transmembrandomänen von HIV-1 Env (TMHIV) oder vom baculoviralen 
Oberflächenprotein gp64 (TMgp64) versehen (Abbildung C.21, 2-3, 6). Die Sekretion der 
Konstrukte wurde durch die Signalsequenz tpa1 sichergestellt, die vor gp120 
beziehungsweise gp140 gesetzt wurde. In den Expressionsversuchen konnte kein 
Unterschied zwischen der HIV- und der tpa1-Signalsequenz hinsichtlich der 
Sekretionseffizienz festgestellt werden (siehe Abbildung C.5). Daher wurde aus 
klonierungstechnischen Gründen die Signalsequenz tpa1 gewählt. Um zu überprüfen, ob 
die Fusion von C3d mit gp120 oder gp140 Auswirkung auf Expression, VLP-Bildung oder 
Immunantwort hat, wurde entweder am 5´- oder am 3´-Ende von gp120 beziehungsweise 
gp140 eine synthetisch hergestellte kodonoptimierte humane C3d Kassette kloniert 
(Abbildung C.21, 4-5, 7-8). Als Kontrollen wurde entweder eine humane (hC3d) oder eine 
murine C3d-Kassette (mC3d) mit der Signalsequenz tpa1 und der Transmembran-
domänen TMHIV beziehungsweise TMgp64 verwendet (Abbildung C.21, 9-11). Eine 
Übersicht über die hergestellten Konstrukte gibt Abbildung C.21. 
1  syngag
2  tpagp120TMHIV
3  tpagp120TMgp64
4  tpagp120hC3dTMgp64
5  tpahC3dgp120TMgp64
6  tpagp140TMHIV
7  tpagp140hC3dTMHIV
8  tpahC3dgp140TMHIV
9  tpahC3dTMHIV
10  tpahC3dTMgp64
11  tpamC3dTMHIV
 
Abbildung C.21: Schema der RNA- und kodonoptimierten VLP-Konstrukte. Detaillierte Beschreibung 
der Konstrukte im Text. Die kodonoptimierte syngagIIIB-Sequenz ist durch ein quergestreiftes Feld dargestellt. 
Die Sequenzen von gp120 und gp140 sind als breit bzw. eng diagonal gestreifte Felder abgebildet. Die 
verwendete Signalsequenz von tpa1 ist grau unterlegt. Die humane C3d Kassette wird durch ein schwarzes 
Feld repräsentiert, murines C3d durch ein kariertes. Der Sequenz der (G4S)2-Linker entspricht eine schwarze 
Linie. Die Transmembrandomänensequenz von HIV-1 Env ist durch schwarze Punkte auf weißem Grund, die 
von gp64 durch weiße Punkte auf schwarzem Grund gekennzeichnet.  
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C.7.1.2 Herstellung von oberflächenexponiertem humanem und murinem C3d 
In C.5.1.4 wurde bereits gezeigt, dass die Verwendung von humanem C3d in 
Mausimmunisierungsstudien zur Bildung von α-hC3d Antikörpern führt. Um den Einfluss 
von autologem C3d oder speziesfremdem C3d zu untersuchen, wurde neben dem bereits 
in der DNA-Immunisierungsstudie (siehe C.5.1) eingesetzten hC3d-Konstrukt zusätzlich 
ein murines C3d-Konstrukt generiert. Für die Expression auf der Oberfläche der VLP fand 
nur die erste Kassette des humanen C3ds Verwendung, da zu erwarten war, dass die 
Oberflächendichte der C3d-Proteine für eine verstärkte Aktivierung des Immunsystems 
ausreicht. Ein großer Vorteil der Expression einer einzigen Kassette liegt in der 
schnelleren und somit stärkeren Transkription und Translation. Die mit einer Trans-
membrandomäne (entweder TMHIV oder TMgp64) versehenen C3d-Konstrukte wurden unter 
der Kontrolle des CMV- oder des SV40-Promoters exprimiert. Die Ausschleusung der 
C3d-Proteine für die Präsentation an der Oberfläche wurde durch die Verwendung der 
tpa1-Signalsequenz garantiert.  
C.7.1.3 Vergleich zweier verschiedener Transmembrandomänen 
Virusähnliche Partikel sind von einer Lipiddoppelmembran umgeben, in der die Env- und 
C3d-Domänen fixiert sind. Die Verankerungen dieser Oberflächenproteine sollten 
einerseits relativ kurz sein, um eine große Oberflächendichte der exprimierten Domänen 
zu erreichen und andererseits eine stabile Befestigung zu bieten, damit die spezifischen 
Immunogene dauerhaft präsentiert werden. In diesem Versuchsansatz wurden zwei 
verschiedene Transmembrandomänen hinsichtlich ihrer Eignung für die VLP-Produktion 
überprüft. Die kodonoptimierte verkürzte Transmembrandomäne von HIV-1 Env (TMHIV) 
wurde mittels PCR mit den Oligonukleotiden TMHIVfwd sowie TMHIVback und der Matrize 
gp140TM amplifiziert. Die Transmembrandomäne des baculoviralen Oberflächenproteins 
gp64 (TMgp64) wurde durch PCR mit den Oligonukleotiden TMgp64fwd und TMgp64back und 
der kodonoptimierten Sequenz von gp64 amplifiziert. Mit Hilfe der angefügten 
Schnittstellen ApaI und PmeI wurden die Transmembrandomänen an das 3´OH-Ende von 
C3d, gp120 und gp140 kloniert. 
C.7.2 Erfolgreiche Expression und VLP-Formation nach transienter Transfektion 
der VLP-DNA-Konstrukte 
Für die Bildung immunogener VLP ist es notwendig, dass die verschiedenen 
Oberflächenproteine in ausreichender Zahl und stabil in der Membran verankert werden. 
Sowohl die Assemblierung als auch die Knospung der Partikel finden nach der Expression 
von Gag selbstständig statt. Um die Expression und die Partikelbildung der in C.7.1 
beschriebenen VLP nachzuweisen, wurde die humane Zelllinie 293T mit den DNA-
Plasmiden transient transfiziert. Die gp120-/gp140-Konstrukte, die auf dem gleichen 
Plasmid syngagIIIB enthalten, wurden mit „S_“ gekennzeichnet. Achtundvierzig Stunden 
nach Transfektion wurden die Zelllysate und die Kulturüberstände präpariert und gp120, 
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gp140, hC3d, mC3d und Gag mittels Immunoblot-Analysen unter Verwendung 
spezifischer Antikörper nachgewiesen (siehe Abbildung C.22). 
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Abbildung C.22: Expression und Partikelformation der VLP nach transienter Transfektion in 
293T-Zellen. 293T-Zellen wurden mit 3 µg der angegebenen Plasmid-DNA mittels Fugene transient 
transfiziert und Zellen und Kulturüberstände nach 48 h abgenommen. Als Negativkontrolle diente der Vektor 
pcDNA3.1 (mock). Fünfzig Mikrogramm Gesamtprotein der Zelllysate und 30 µl der zellfreien Überstände 
wurden auf ein 7,5%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen. (A) Die Expression und Sekretion von syngagIIIB 
(S) wurde durch eine Western Blot Analyse mittels eines Gagp24-spezifischen monoklonalen Antikörpers (13/5) 
verifiziert (siehe Tabelle B.4). (B) Detektion der gp120, gp140 und gp120C3d Proteine auf den sezernierten 
VLP wurde mit einem gp120-spezifischen polyklonalen Antikörper (ARP422) durchgeführt. (C) Detektion der 
hC3d, mC3d und gp120hC3d Proteine auf den sezernierten VLP mit einem hC3d-spezifischen monoklonalen 
Antikörper (ab17453). Der Molekulargewichtsstandard ist links angegeben. Pro Konstrukt wurde jeweils eine 
repräsentative Transfektion aufgetragen. 
Die Expression und Sekretion von Pr55Gag konnte in Zelllysaten und Zellkulturüberständen 
aller syngagIIIB-transfizierten Zellen in der erwarteten Proteingröße von 55 kDa 
nachgewiesen werden (Abbildung C.22A). Lediglich das Konstrukt S_tpa1hC3dTMHIV wies 
nur eine sehr schwache Sekretion von syngag auf. Die Überprüfung der Sequenz zeigte 
keinerlei Abweichungen, daher muß davon ausgegangen werden, dass unter Umständen 
eine Punktmutation im Vektorrückgrat verantwortlich war. Die Sekretion von gp120, gp140 
und gp120hC3d-Varianten war trotz der gleichzeitig synthetisierten syngag-Proteine gut 
und konnten in der erwarteten Höhe von 120 kDA, 140 kDa und 150 kDa detektiert 
werden (Abbildung C.22B). Ferner konnte die Sekretion von hC3d, mC3d und gp120hC3d 
in der erwarteten Proteingröße von ca.30 kDa nachgewiesen werden (Abbildung C.22C). 
Allerdings war die Einlagerung der C3d-Konstrukte in die VLP eher gering. Bei den 
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gp120hC3d-Konstrukten konnte neben der erwarteten Bande von ca.150 kDa eine 
zusätzliche Bande bei ca. 30 kDa detektiert werden, die vermutlich von Abspaltungs-
ereignissen des hC3d-Proteins herrührt. Die Detektion der Proteine erfolgte im Zellkultur-
überstand, daher kann angenommen werden, dass sie auf den durch Pr55Gag gebildeten 
VLP fest verankert sind. In verschiedenen Western Blot-Analysen konnte nachgewiesen 
werden, dass die Proteine, die durch Scherung von der Zelloberfläche in den Überstand 
gelangen vernachlässigbar sind (Daten nicht gezeigt). Die Western Blot-Analyse des 
Zellkulturüberstands beweist, dass VLP gebildet werden und gp120, gp140, hC3d, mC3d 
oder Varianten davon ungeachtet der verschiedenen Transmembrandomänen auf der 
VLP-Oberfläche eingebaut werden. 
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Abbildung C.23: Expression der gp120-/gp140-Varianten auf der Zelloberfläche von 293T-Zellen. 
293T-Zellen wurden mit 3 µg der angegebenen Plasmid-DNA mittels Fugene-Technologie transient transfiziert 
und Zellen und Kulturüberstände nach 48 h abgenommen. Als Negativkontrolle diente der Vektor pcDNA3.1 
(mock). Fünfzig Mikrogramm Gesamtprotein der Zelllysate und 30 µl der zellfreien Überstände wurden auf ein 
7,5%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen. (A) Der Expressionnachweis der gp120-, gp140- und gp120-
/gp140C3d-Proteine erfolgte mit einem gp120-spezifischen polyklonalen Antikörper (ARP422). (B) Detektion 
der hC3d-, mC3d- und gp120-/gp140hC3d-Proteine wurde mit einem hC3d-spezifischen monoklonalen 
Antikörper (ab17453) durchgeführt. Der Molekulargewichtsstandard ist links angegeben. Pro Konstrukt wurde 
jeweils eine repräsentative Transfektion aufgetragen. 
Neben den syngag-kodierenden gp120-/gp140-Varianten wurden zusätzlich DNA-
Konstrukte kloniert, die gp120, gp140, hC3d, mC3d und Varianten davon unter der 
Kontrolle des CMV-Promotors exprimieren sollten. In Abbildung C.23 ist eine 
Western Blot-Analyse der transfizierten DNA-Konstrukte dargestellt. Die Expression von 
gp120, gp140, hC3d, mC3d, gp120hC3d und hC3dgp120 konnte gezeigt werden, nur bei 
den Konstrukten tpa1gp140hC3dTMgp64 und tpa1hC3dgp140TMgp64 war keine Expression 
nachweisbar. Im Konstrukt gp140hC3d konnte ein Frameshift für die fehlende 
Proteinbildung verantwortlich gemacht werden, aber bei dem Konstrukt hC3dgp140 
konnte die Ursache der fehlenden Proteinsynthese nicht gefunden werden. Bis auf 
tpa1gp140hC3dTMgp64 und tpa1hC3dgp140TMgp64 können somit alle Konstrukte für die 
effektive VLP-Produktion in stabilen Zelllinien verwendet werden. 
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C.7.3 Effiziente Expression von gp140TM und hC3dTM in stabilen Zelllinien 
C.7.3.1 Herstellung der stabilen Zelllinien 
Um zu gewährleisten, dass eine mit syngag transfizierte Zelle auch die entsprechenden 
Env- und C3d-Konstrukte exprimiert, wurden folgende stabile Zelllinien generiert: 
CD5gp140TMHIV, HIVgp140TMHIV und tpa1gp140TMHIV, sowie tpa1hC3dTMHIV und 
tpa1hC3dTMgp64 wurden über die Schnittstellen NheI und PmeI in den Vektor 
pcDNA5/FRT kloniert und durch Selektion stabile Zelllinien generiert (siehe Abbildung 
C.24). Die Herstellung von tpa1gp140TMHIV, tpa1hC3dTMHIV und tpa1hC3dTMgp64 ist in 
Abschnitt C.7.1 beschrieben. Für die Konstruktion von HIVgp140TMHIV wurde die aus der 
Arbeitsgruppe erhaltene kodonoptimierte gp140TM-Sequenz durch PCR mit den 
Oligonukleotiden cenvF1_A und TMHIVback vervielfältigt. Mit den Schnittstellen BsmBI und 
PmeI erfolgte die Klonierung des PCR-Fragments an das 3´OH-Ende der 
HIV-Signalsequenz, die über NheI und HindIII in den Vektor pcDNA5/FRT gesetzt wurde. 
Das synthetische Signalpeptid CD5 wurde bereits in der ursprünglich erzeugten 
gp140TMHIV-Sequenz verwendet. Für die Herstellung von CD5gp140TMHIV konnte daher 
das gesamte Konstrukt über PCR mit den Oligonukleotiden CD5fwd und TMHIVback 
amplifiziert und über NheI und PmeI in den Vektor pcDNA5/FRT transferiert werden. Der 
Vektor ermöglicht unter Verwendung des Flp-InTM Systems die gezielte Integration einer 
Kopie des Transgens in einen definierten Lokus der Zielzelle. Als weitere Komponente 
enthält der Vektor pcDNA5/FRT einen eukaryontischen Selektionsmarker (Hygromycin), 
der die Generierung stabiler Zelllinien gewährleistet.  
 
 
Abbildung C.24: Schema der RNA- und kodonoptimierten Konstrukte zur Herstellung stabiler 
Zelllinien. Detaillierte Beschreibung der Konstrukte im Text. Die Sequenz von gp140 ist als eng diagonal 
gestreiftes Feld abgebildet. Die synthetische Signalsequenz CD5 ist mit einem Wellenmuster, die 
Signalsequenz HIV ist weiß und die tpa1 grau dargestellt. Die humane C3d-Kassette wird durch ein 
schwarzes Feld repräsentiert, die Sequenz der (G4S)2-Linker durch eine schwarze Linie und die 
Transmembrandomänensequenz von HIV-1 Env durch schwarze Punkte auf weißem Grund, die von gp64 
durch weiße Punkte auf schwarzem Grund.  
Es wurden zwei unterschiedliche Säugetierzelllinien verwendet, um auszutesten, ob sich 
die Zelllinien hinsichtlich ihrer Expression oder in ihrem Transfektionsverhalten 
unterscheiden. Beide Zelllinien ließen sich auf 99% positive, Transgen-exprimierende 
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Zellen selektionieren. In diesen Zellen befand sich je eine Kopie des Transgens unter der 
Kontrolle des eukaryontischen CMV-Promotors. Die Proteinexpression der Klone wurde in 
Western Blot-Analysen überprüft. Zelllysate der stabilen Zellen wurden für den 
Proteinnachweis verwendet und die Expression mit α-gp120 beziehungsweise α-hC3d 
detektiert. Für alle Genvarianten konnte in den jeweiligen stabilen CHO- sowie 293T-
Zellen gp140 (140 kDa) und hC3d (44 kDa) nachgewiesen werden (siehe Abbildung 
C.25).  
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Abbildung C.25: Western Blot-Analyse der stabil exprimierenden CHO- bzw. 293T-Zelllinien. Wie 
unter B.2.4 beschrieben wurden stabil gp140TM bzw. hC3dTM exprimierende CHO- sowie 293T-Zellen 
etabliert. Nach Selektion wiesen beide Zellpopulationen mehr als 99% positive, Transgen-exprimierende 
Zellen auf. (A) Jeweils 50 µg Gesamtprotein gp140TMHIV-produzierender Zellen (Spur 1,2,3) sowie mock-
transfizierter Zellen (Spur 4) wurde aufgetragen. In der Western Blot-Analyse wurde gp140 mit dem 
polyklonalen α-gp120 aus Kaninchenserum gefärbt und über einen AP-gekoppelten α-Kaninchen Antikörper 
detektiert. In (B) wurde 50 µg Gesamtprotein hC3dTMHIV-(Spur 5) oder hC3dTMgp64-exprimierender Zellen 
(Spur 6) sowie mock-transfizierter Zellen (Spur 7) aufgetragen. Exprimiertes hC3d wurde mit monoklonalem 
α-hC3d aus Maushybridomen durch einen AP-gekoppelten α-Maus Antikörper nachgewiesen. 
Die Expression von hC3d durch die stabilen Zellen konnte durch die Western Blot-
Analyse nicht eindeutig nachgewiesen werden, da die Banden im Vergleich zum 
Hintergrund relativ schwach waren. Daher folgte der Versuch, die Expression von hC3d 
auf der Zelloberfläche durch eine FACS-Analyse der stabilen Zellen zu zeigen. Mittels 
eines α-hC3d spezifischen Antikörpers, der durch einen PE-gekoppelten α-Maus 
Antikörper detektiert wurde, konnte das exprimierte humane C3d gefärbt werden. In 
Abbildung C.26 zeigte sich, dass die stabilen 293T-Zellen eine starke hC3d-Expression 
aufwiesen, während hingegen die stabilen CHO-Zellen hC3d nur gering oder gar nicht 
exprimierten. CHO-Zellen, die stabil mit tpa1hC3dTMHIV transfiziert waren, zeigten 
keinerlei hC3d Expression, diejenigen, die mit tpa1hC3dTMgp64 transfiziert waren, wiesen 
nur eine geringe Expression auf. 
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Abbildung C.26: Nachweis von hC3d-Expression auf stabilen CHO- und 293T-Zelllinien. Die stabilen 
Zellen wurden mittels eines spezifischen α-hC3d Antikörper gefärbt, der durch einen PE-gekoppelten α-Maus 
Antikörper (α-mPE) detektiert wurde. Gefärbt wurden stabile CHO-Zellen und stabile 293T-Zellen, die 
entweder mit tpa1hC3dTMHIV (a) oder tpa1hC3dTMgp64 (b) transfiziert waren. Als Negativkontrollen wurden 
nicht transfizierte 293TFlp-In-Zellen mit α-mPE allein (c) oder mit α-hC3d und α-mPE gefärbt (d). Nicht 
gefärbte Zellen sind als graue Fläche dargestellt. Für die FACS-Analyse wurden jeweils 20.000 Zellen 
aufgenommen. Auf der Y-Achse ist die gemessene Zellzahl aufgetragen. Auf der X-Achse ist die Mean 
fluorescence intensity (MFI) dargestellt. 
Die stabilen CHO-Zellen zeigten eine schwächere Expression von hC3d (siehe Abbildung 
C.26) und teilweise auch von gp140 (siehe Abbildung C.25) und wurden daher für 
weitergehende Experimente nicht mehr verwendet. Der Nachweis der gp140-Expression 
konnte nicht im FACS erfolgen, da die Env-spezifischen Antikörper ungeeignet für den 
Expressionsnachweis waren. Daher wurde eine LacZ-Analyse durchgeführt, um 
zusätzlich zu überprüfen, ob die generierten 293T-Zelllinien positiv für die Expression des 
Transgens waren. Ein funktionsfähiges lacZ-Gen liegt nur in Flp-In-Zellen vor, in die das 
Transgen nicht einrekombiniert wurde. Das Genprodukt des lacZ-Gens, die 
ß-Galaktosidase, kann das farblose Substrat X-Gal (5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-ß-
DGalaktosid) spalten und in das tiefblaue 5-Brom-4-Chlor-Indigo umsetzen. Mit dieser 
Färbung kann die Zerstörung des lacZ-Gens und die erfolgreiche Rekombination 
nachgewiesen werden. Die mit HIVgp140TMHIV (a) und tpa1hC3dTMHIV (b) stabil 
transfizierte 293T-Zellen, 293T-Flp-In Zellen und normale 293T Zellen wurden durch 
Färbung mit X-Gal analysiert. In Abbildung C.27 ist deutlich zu sehen, dass keine 
Blaufärbung der stabil transfizierten Zellen stattfand (a, b). Die stabilen Zellen wurden 
folglich zu fast 100% auf das Transgen hin selektioniert. Als Negativkontrolle wurden 
normale 293T-Zellen verwendet, die kein lacZ-Gen enthalten (c) und als Positivkontrolle 
293T Flp-In Zellen, die ein intaktes lacZ besitzen (d).  
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Abbildung C.27: LacZ-Analyse der stabil gp140- bzw hC3d-exprimierenden 293T-Zelllinien. Wie 
unter B.2.4 beschrieben, wurden stabil gp140- (a) beziehungsweise hC3d- (b) exprimierende 293T-Zellen 
etabliert. Nach der Hygromycinselektion wiesen alle Zellpopulationen mehr als 99% positive, gp140 bzw. C3d 
exprimierende Zellen auf. Als Negativkontrolle wurden 293T Zellen (c) und als Positivkontrolle 293TFlp-In-
Zellen (d) verwendet.  
Um zu überprüfen, ob die gewünschten Transgene korrekt rekombiniert waren, wurde die 
genomische DNA der stabilen Zellen isoliert und eine spezifische PCR durchgeführt, 
gefolgt von einer Sequenzierung. In diesem Versuch wurden die stabilen CHO-Zellen 
auch getestet, um zu ergründen, ob eine fehlerhafte Gensequenz des Transgens für die 
fehlende beziehungsweise geringe Expression verantwortlich war. Die genomische DNA 
wurde aus den stabilen Zellen isoliert und als Matrize für spezifische Gradienten-PCR-
Experimente mit den Oligonukleotiden hC3d1fwd/TMHIVback (5) beziehungsweise 
TMgp64back (4) und cenv981f/TMHIVback (1, 2, 3) analysiert (siehe Abbildung C.28). Als 
Kontrollen wurden die isolierten DNAs mit den jeweils unpassenden Oligonukleotiden 
eingesetzt, um zu sehen, ob spezifische Banden erkennbar sind. Es waren keine falsch 
positiven Banden erkennbar (Daten nicht gezeigt).  
Die Durchführung der spezifischen PCR ergab, dass außer dem Transgen 
tpa1hC3dTMHIV in stabilen CHO-Zellen alle Transgene korrekt amplifiziert wurde. Die 
Fragmente der spezifischen PCR wurden mit dem QIAquick PCR Purification Kit 
aufgereinigt und anschließend sequenziert. Durch den Vergleich mit den Ursprungs-
sequenzen konnte festgestellt werden, dass tpa1gp140TMHIV eine Deletion von drei 
Basen in der Transmembrandomäne in beiden stabilen Zelllinien aufwies. In den stabilen 
CHO-Zelllinien zeigte tpa1hC3dTMgp64 eine Insertion von 30bp in hC3d und 
tpa1hC3dTMHIV konnte gar nicht nachgewiesen werden. Diese Zelllinie entstand 
vermutlich durch eine Spontanmutation, die zu einer hohen Hygromycinresistenz führte. 
Die Sequenzierung bestätigte zudem die Daten der Western Blot Analyse (Abbildung 
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C.25), der FACS-Analyse (Abbildung C.26) und der Mikroskopieaufnahmen (Abbildung 
C.27), wonach fast alle 293T-Zelllinien das richtige Transgen stabil exprimierten und die 
beiden hC3d-stabilen CHO-Zelllinien keine oder nur eine geringe Expression zeigten.  
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Abbildung C.28: PCR über isolierte genomische DNA der stabilen CHO- und 293T-Zelllinien. Nach 
Aufreinigung der genomischen DNA aus den stabil transfizierten 293T- und CHO-Zellen wurde mit einer 
spezifischen PCR mit den Oligonukleotiden cenv981f/TMHIVback und TMgp64back sowie hC3d1fwd/TMHIVback 
und TMgp64back überprüft, ob die Transgene enthalten waren. Aufgetragen sind die PCRs der mit 
CD5gp140TMHIV (1), HIVgp140TMHIV (2), tpa1gp140TMHIV (3), tpa1hC3dTMgp64 (4) und tpa1hC3dTMHIV (5) 
stabil transfizierten Zellen. Der DNA-Längenstandard ist mit M gekennzeichnet.  
C.7.3.2 Transiente Transfektion der stabilen Zelllinien führt zu einer Verringerung der 
Transgenexpression  
Zur Klärung der Frage, ob die stabilen Zelllinien auch nach transienter Transfektion 
verschiedener VLP-Konstrukte eine gute Expression aufweisen, wurden die stabil 
gp140TMHIV-produzierende Zelllinie transient mit tpa1hC3dTMHIV oder 
tpa1hC3dgp120TMgp64 transfiziert und durch FACS-Analysen überprüft (siehe Abbildung 
C.29A). Interessanterweise war die hC3d-Expression der transient transfizierten 
tpa1hC3dTMHIV-Konstrukte nur bei 25% der Zellen nachweisbar, die der 
tpa1hC3dgp120TMgp64-Konstrukte bei 35% der Zellen. Die geringere Anzahl an positiven 
Zellen nach transienter Transfektion mit tpa1hC3dTMHIV ist eventuell durch die 
Verwendung unterschiedlicher Transmembrandomänen erklärbar. Es wurde nicht 
erwartet, dass die Verwendung des CMV-Promoters für das stabil integrierte Transgen 
und für das transient transfizierte Konstrukt die Expression so stark verringern würde. 
Möglicherweise war auch die Transfektionseffizienz nicht optimal. Die Expression 
gp140TM konnte zwar im FACS nicht vermessen werden, da der α-gp120CN54 Antikörper 
im FACS zu unspezifisch reagierte, aber die Western Blot-Analyse belegte bereits eine 
sehr gute Expression des stabil integrierten Transgens (siehe Abbildung C.25). Somit 
konnte von einem ähnlichen Wert für die stabile gp140TM-Zelllinie ausgegangen werden. 
Die transiente Transfektion von nicht stabilen 293T-Zellen mit tpa1hC3dTMHIV ergab bis 
zu 90% hC3d-positive Zellen, mit tpa1hC3dgp120TMgp64 sogar bis zu 95% hC3d-positive 
Zellen (Abbildung C.29B). Die Konstrukte an sich zeigten eine sehr gute Expression, 
folglich musste die verringerte Expression mit der Konkurrenz der CMV-Promotoren um 
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Transkriptionsfaktoren, oder mit der Konkurrenz der Transkripte um Translationsfaktoren 
zusammenhängen. 
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Abbildung C.29: FACS-Analyse der transient transfizierten stabilen Zellen. Es wurden (A) stabil 
gp140TM-exprimierende Zellen transient mit pcDNA3.1 (a), pcDNA3.1_tpa1hC3dTMgp64 (b), oder 
pcDNA3.1_tpa1hC3dgp120TMgp64 (c) transifiziert. (B) Die Expression wurde zusätzlich in nicht stabilen 293T-
Zellen mittels transienter Transfektion von pcDNA3.1 (a), tpa1hC3dTMHIV (b) und tpa1hC3dgp120TMgp64 (c) 
überprüft. Der Expressionsnachweis erfolgte durch α-hC3d und einem PE-gekoppelten α-Maus Antikörper. 
Für die FACS-Analyse erfolgte die Vermessung von insgesamt 20.000 Zellen pro Färbung. Nicht gefärbte 
Zellen sind als graue Fläche dargestellt. Auf der Y-Achse ist die gemessene Zellzahl aufgetragen. Auf der 
X-Achse ist die Mean fluorescence intensity (MFI) dargestellt. 
C.7.4 Zusammenfassung 
Es wurden VLP kloniert, die pcDNA3.1 als Grundvektor benutzten und unter der Kontrolle 
des CMV-Promoters entweder syngagIIIB, C3dTM, gp120TM oder gp140TM exprimierten. 
Die damit produzierten VLP sollten durch die Kombination von HIV-1 Gag, Env und C3d 
die Immunantwort optimal stimulieren. Die transiente Transfektion der VLP-DNA-
Konstrukte war vielversprechend und sowohl die Expression, als auch die Partikelbildung 
der VLP konnte gezeigt werden. Versuche von transienten Transfektionen stabiler 
Zelllinien offenbarten eine ausreichende Expression von Env und C3d auf der 
Zelloberfläche. Diese können daher für die Herstellung Env- oder C3d-tragender Gag-VLP 
verwendet werden. Immunologische Studien der hier klonierten VLP sollen in zukünftigen 
Arbeiten genauer untersucht werden.  
 
 D Diskussion 
D.1 Anforderungen an eine erfolgversprechende HIV-1-Vakzine 
Bisher konnte keine Vakzine ausreichenden Schutz vor der HIV-Infektion bieten (Burton et 
al., 2004; Day, 2007; McMichael, 2006), denn eine effektive HIV-1-Vakzine muss sowohl 
humorale als auch zelluläre Immunantworten induzieren (Hinkula, 2007; Johnston & 
Fauci, 2007; Lehner & Anton, 2002). Dabei erwiesen sich Lebendimpfstoffe, rekombinante 
virale Vektoren, sowie DNA-Expressionsplasmide als am besten geeignet (Bergmeier & 
Lehner, 2006; Buonaguro et al., 2007; Girard et al., 2006; Liu et al., 2006; Rollman et al., 
2007; Tonks, 2007). DNA-Plasmide haben dabei den entscheidenden Vorteil, dass nach 
der Immunisierung durch den Körper wandern und verschiedenste Zellen transfizieren 
können (Boyle & Robinson, 2000; Sheets et al., 2006; Tuomela et al., 2005). Mit Hilfe 
verschiedener Modifikationen von DNA-Impfstoffen, wie Kodonoptimierung (Graf et al., 
2004), auf der DNA kodierte Zytokine (Barouch, 2006; Jiang et al., 2007; Lori et al., 2006; 
Wang et al., 2006a), CpG-Maximierung (Klinman et al., 2004; Krieg, 2002) und Fusion 
molekularer Adjuvantien (Applequist et al., 2005; Dempsey et al., 1996; Nayak et al., 
2006; Scheerlinck, 2001) kann die Stimulation des Immunsystems intensiviert werden. 
Um eine effektive humorale als auch zelluläre Immunantwort gegen HIV-1 Env mit einer 
DNA-Vakzine zu induzieren, wurde daher in der vorliegenden Arbeit eine Kombination aus 
zwei verschiedenen Strategien angewendet: Erhöhung der Proteinexpressionsrate mittels 
RNA- und kodonoptimierter Gensequenzen und Fusion des molekularen Adjuvans C3d3. 
D.2 Kodonoptimierte gp120-Konstrukte weisen eine gute 
Expression und Sekretion im Zellkultursystem auf 
Aus der Literatur ist bekannt, dass die Höhe der Proteinexpression in Säugerzellen von 
HIV-1 Env Wildtypsequenzen 10-100 mal geringer ist, als die von Sequenzen, die auf den 
Gebrauch von Säugetierkodons optimiert wurden (Andre et al., 1998; Haas et al., 1996; 
Vinner et al., 1999). Säugerzellen, die mit gp120- und gp120mC3d3-kodierenden 
Plasmiden transient transfiziert wurden, sezernierten sieben- bis zehnfach höhere 
Mengen an Protein als entsprechende Wildtypsequenzen (Bower et al., 2005). In der 
Literatur gibt es Hinweise darauf, dass die autologe Signalsequenz von Env (HIV) zu einer 
verringerten Sekretion von Env führt (Li et al., 2000) und die Verwendung der 
Signalsequenz des tissue plasminogen activators (tpa) die Sekretion erhöht (Wang et al., 
2006b). Um zu überprüfen, ob diese Studien auf die neu generierten und kodon-
optimierten DNA-Konstrukte übertragbar sind, wurden Expression und Sekretion von 
gp120 in Säugerzellen bestimmt. 
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D.2.1 Verwendung unterschiedlicher Signalpeptidvarianten führt zu einer 
gleichmäßig hohen gp120-Sekretion  
Für die Stimulation des Immunsystems können die exprimierten Proteine einer DNA-
Vakzine entweder durch Fusion einer Transmembrandomäne auf der produzierenden 
Zelle präsentiert, oder von der Zelle in hohem Maß sezerniert werden. Der Vorteil bei der 
Sekretion der Proteine liegt darin, dass diese mit der Abgabe in den Extrazellularraum 
und in das Blut in andere Immunkompartimente gelangen und somit zu einer breiteren 
Immunantwort beitragen können. Für die Ausschleusung der Proteine an die Oberfläche 
der Zelle wird in jedem Fall ein Signalpeptid vor der Antigensequenz benötigt. Übersicht in 
(von Heijne, 1983; von Heijne, 1985; Walter & Lingappa, 1986). Alle bisher untersuchten 
eukaryontischen Signalpeptide setzen sich aus drei Regionen zusammen: eine positiv 
geladene N-terminale Region, einen zentralen hydrophoben Kernbereich (7-15 Amino-
säuren) und eine polare C-terminale Region, die die Spaltstelle der Signalpeptidase 
beinhaltet (siehe Abbildung D.1) (von Heijne, 1985). Signalpeptide haben einen starken 
Einfluss auf die Prozessierung und die Sekretion nachfolgender Proteine. Von HIV-1 Env 
Signalpeptiden ist bekannt, dass sie eine unterschiedlich starke Prozessierung vermitteln 
und die Sekretion sogar verlangsamen können (LAND et al., 2003; Land & Braakman, 
2001; Li et al., 1994; Li et al., 2000; Martoglio et al., 1997). Um eine maximale Sekretion 
der Env-Proteine zu erreichen, testete diese Studie verschiedene Signalpeptidvarianten 
für die Sekretion der gp120-Proteine.  
Das Signalpeptid des tissue plasminogen activators (tpa) bewirkt eine sehr gute 
Sekretionseffizienz verschiedener Proteine und wurde daher für die vorliegende Arbeit 
ausgewählt (Brighty et al., 1991; Golden et al., 1998; Suradhat et al., 2001; Wang et al., 
2006b; Zhang et al., 2001). In der Studie von Berg und Grinnell wurde bereits untersucht, 
inwiefern sich zusätzliche Aminosäuren vor der tpa-Signalpeptidspaltstelle auf die 
Spaltung und damit auf die Sekretion der Proteine auswirken (Berg & Grinnell, 1991). Die 
Geschwindigkeit und Effizienz der Prozessierung und Spaltung von Signalpeptiden kann 
durch bestimmte Aminosäuren nach der Spaltstelle beeinträchtigt werden (Andrews et al., 
1988; Folz & Gordon, 1986; Rehm et al., 2001), allerdings wurde bisher noch nicht 
erforscht, ob Aminosäuren direkt nach der Spaltstelle von tpa einen Einfluss auf die 
Sekretion haben. In dieser Studie wurden daher nach der Spaltstelle keine (tpa1), eine 
(tpa2) oder fünf (tpa3) Aminosäuren zwischen der Spaltstelle und der Antigensequenz 
eingeführt. Damit sollte überprüft werden, ob die direkt nachfolgenden Aminosäuren des 
tissue plasminogen activators für die Spaltung des Signalpeptids eine Rolle spielen.  
Der Einfluss von den sich nach der Spaltstelle befindlichen Aminosäuren auf die 
Prozessierung und Spaltung von Signalpeptiden konnte mit dem Signalpeptid von tpa 
nicht bestätigt werden. Aminosäuren an den Positionen +1 und +5 nach dem Signalpeptid 
scheinen nicht wichtig für die Spaltungs- beziehungsweise Expressionseffizienz zu sein, 
da weder bei der tpa1-, der tpa2- noch bei der tpa3-Signalsequenzvariante Unterschiede 
in der Sekretion feststellbar waren (Abbildung C.4). Die Sequenzen der eingefügten 
Aminosäuren lauteten S (tpa2) beziehungsweise SYQVI (tpa3). Gemäß von Heijne et al. 
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sind aber nur eingeführte Proline direkt nach der Spaltstelle für die Prozessierung von 
Bedeutung (von Heijne, 1992). In der Literatur gibt es zudem Hinweise darauf, dass sich 
die Spaltstelle des tpa-Signalpeptids vor der Sequenz GAR befindet und erst nach einem 
proteolytischen Abbau Serin als erste Aminosäure gilt (Berg & Grinnell, 1991; Li et al., 
1996) 
Für das Signalpeptid von HIV-1 Env ist die Spaltstelle bekannt (Ellerbrok et al., 1992; 
Martoglio et al., 1997) und es gibt bisher auch keine Hinweise darauf, dass nachfolgende 
Aminosäuren die Sekretion des Proteins beeinflussen würden. Allerdings ist in der 
Literatur beschrieben, dass das autologe Signalpeptid von HIV-1 Env die 
Prozessierungsgeschwindigkeit der nachfolgenden Proteine verlangsamt (Li et al., 1994; 
Li et al., 2000). Die mittlere Faltungsdauer des Influenza HA- oder des VSV-G-Proteins 
beträgt circa sechs Minuten, die von gp120 bei Verwendung des autologen Signalpeptids 
von HIV-1 Env 40-60 min (Li et al., 2000). Um herauszufinden, ob das autologe 
Env-Signalpeptid des Virusisolats CN54 (C-clade) die Sekretion ebenfalls verlangsamt, 
wurde eine kodonoptimierte Signalpeptidvariante kloniert (HIV) und für die vorliegende 
Studie eingesetzt. Li et al. verwendete in seinen Studien den Klon BH8 (B-clade). Dieser 
weist im N-terminalen Bereich deutliche Unterschiede zu dem in dieser Arbeit 
verwendeten Isolat auf, im C-terminalen Bereich hingegen wurde lediglich ein 
Aminosäureaustausch festgestellt (Li et al., 2000). Weitere Studien mit dem Isolat JRFL 
(B-clade) von Wang et al. erhärten die Befunde von Li et al., da das autologe Signalpeptid 
von HIV-1 Env zu einer schwächeren gp120-Expression führte, als bei Verwendung des 
heterologen Signalpeptids tpa (Wang et al., 2006b). Eine Verlangsamung der Sekretion 
konnte bei der für diese Arbeit eingesetzten kodonoptimierten Signalsequenz HIV-1 Env 
der CN54 Variante (HIV) nicht bestätigt werden. Im Gegenteil: die Expression und die 
Sekretion von kodonoptimiertem gp120 waren ebenso hoch wie die der Konstrukte mit 
den heterologen Signalpeptiden tpa1, tpa2 und tpa3 (Abbildung C.4).  
In der Literatur gibt es Hinweise darauf, dass Deletionen und Mutationen im N-terminalen 
Bereich des HIV-1 Env Signalpeptids keinen oder nur wenig Einfluss auf die 
Prozessierung und Sekretion haben (Ellerbrok et al., 1992). Ebenso bleibt die 
Funktionalität der hydrophoben Kernregion auch bei erheblichen Substitutionen bestehen, 
lediglich umfangreichere Deletionen werden nicht toleriert (Ellerbrok et al., 1992). Der C-
terminale Bereich, besonders die Aminosäuren -3 und -1 vor der Spaltstelle (gezählt 
ausgehend von der Spaltstelle) sind laut Literatur ausschlaggebend für die 
Spaltgeschwindigkeit und somit auch für die Expressionsmenge des nachfolgenden 
Proteins (Nothwehr & Gordon, 1990; von Heijne, 1983). Die C-terminale Region vor der 
Spaltstelle einer Signalsequenz besteht zum größten Teil aus kleinen unpolaren 
Aminosäuren, wie Prolin, Glycin und Isoleucin, aber auch aus ungeladenen polaren 
Aminosäuren wie Serin oder Cystein (Nothwehr & Gordon, 1989; von Heijne, 1983; von 
Heijne, 1990). Interessanterweise hat nur das in dieser Studie verwendete HIV-1 Env-
Signalpeptid des Isolats CN54 (HIV) an der -3 Position vor der Spaltstelle das in allen 
überprüften Isolaten festgestellte Cystein durch ein Serin ersetzt (siehe Abbildung D.1). 
Dieser Aminosäureaustausch ist der einzige auffällige Unterschied zwischen der 
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Signalsequenz des Isolats CN54 und den bisher getesteten Sequenzen und könnte die 
verstärkte Sekretion bewirken (Li et al., 2000; Wang et al., 2007; Wang et al., 2006b).  
Bei einem Sequenzvergleich des in dieser Arbeit verwendeten HIV-1 Env Signalpeptids, 
mit den in der Literatur verwendeten Signalpeptiden (Li et al., 2000; Pfeiffer et al., 2006; 
Wang et al., 2006b; Wang et al., 2007) und weiteren B- und C-clade Varianten des 
HIV-1 Env-Signalpeptids zeigte sich eine große Variabilität (siehe Abbildung D.1).  
        
 1          2    3    
1 HIV_CN54       MRVTGIRKNYRHL.WRWGTMLLGMLMISSA 
2 HIV_C_93IN101  ---r-tlr--qqw.-i--vlgfw----cng 
3 HIV_C_YNRL9840 ---r-t-r-hqqw.-i--ilgfw----cnv 
4 HIV_C_GXC14    ---r-t-r--qqw.-i--vlgfw----cnv 
5 HIV_JRFL       ---k----s-qy-.-kg--l---i---c-- 
6 HIV_BH8        ---kekyqhlwrwg-------------c-- 
7 HIV_IIIB       ---kekyqhlwrwg-k-------i---c-- 
8 HIV_89.6       ---ke----wq--..-g-il-------c—- 
9 HIV_CON-S      ---r—-qr-cq--.-----li------c—- 
 
Abbildung D.1: Vergleich verschiedener Signalpeptide von HIV-1 Env. Signalpeptide der C-clade 
Isolate CN54 ((Su et al., 2000), acc no: AX149771), 93IN101 ((Mochizuki et al., 1999), acc no: AB023804), 
YNRL9840 ((Qiu et al., 2005), acc no: AY967806), GYC14 ((Dong et al., 2003), acc no: AY217546) wurden 
mit denen der B-clade Isolate JRFL ((Koyanagi et al., 1987), acc no: U63632), BH8 ((Ratner et al., 1985), 
acc no: K02011), IIIB ((Popovic et al., 1984), acc no: A04321), 89.6 ((Collman et al., 1992), acc no: U39362) 
und der HIV-1 Konsensussequenz CON-S ((Liao et al., 2006)) verglichen. Aufbau der Signalpeptide aus einer 
N-terminalen Region (1), einem hydrophoben Kernbereich (2) und einer C-terminalen Region (3), die die 
Spaltstelle der Signalpeptidase beinhaltet. Vom Isolat CN54 abweichende Aminosäuren sind in 
Kleinbuchstaben angegeben, Trennstriche (-) stehen für homologe Aminosäuren, Punkte (.) für fehlende 
Aminosäuren. Positiv geladene Aminosäuren sind rot markiert. 
Li et al. postulierten, dass die Häufigkeit der positiv geladenen Aminosäuren im HIV-1 Env 
Signalpeptid eine wichtige Rolle bei der verlangsamten Abspaltung des Signalpeptids und 
somit bei der verlangsamten Sekretion spielen würde (Li et al., 2000). In dem von Li et al. 
verwendeten Isolat BH8 und im Isolat CN54 befinden sich sechs positiv geladene 
Aminosäuren, im Isolat JRFL und der HIV-1 Consensussequenz CON-S nur fünf (Li et al., 
1994; Li et al., 2000; Wang et al., 2006b; Wang et al., 2007). Bei der Verwendung des 
autologen Signalpeptids von HIV-1 Env des Isolats CN54 (HIV) in der vorliegenden 
Studie, wurde in vitro weder die Expression, noch die Sekretion beeinträchtigt, obwohl das 
CN54-Signalpeptid dieselbe Anzahl an positiv geladenen Aminosäuren besitzt wie die der 
Isolate BH8 und IIIB (siehe Abbildung D.1) (Wang et al., 2006b). Sowohl Li et al. als auch 
Wang et al. stellten eine starke Reduzierung der Sekretion bei Einsatz des autologen 
HIV-1 Env-Signalpeptids fest (Li et al., 2000; Wang et al., 2007; Wang et al., 2006b). In 
der Arbeit von Pfeiffer et al. wurde allerdings ermittelt, dass sowohl Prozessierung als 
auch Einbau von Env in die Hüllmembran bei anderen Signalpeptidvarianten (tpa, epo) 
langsamer und schlechter funktioniert, als bei Verwendung des autologen Signalpeptids 
von HIV-1 Env IIIB, obwohl dieses Isolat auch sechs positiv geladene Aminosäuren im 
Signalpeptid aufweist (siehe Abbildung D.1) (Pfeiffer et al., 2006). Die Anzahl der positiv 
geladenen Aminosäuren scheint demnach nur eine untergeordnete Rolle bei der 
Sekretion der nachfolgenden Proteine zu spielen. Land et al. gehen davon aus, dass die 
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Faltungsgeschwindigkeit von gp120 einen Einfluss auf die verlangsamte Abspaltung des 
Signalpeptids hat (LAND et al., 2003; Land & Braakman, 2001). Nach dieser Theorie hätte 
die Verwendung verschiedener Signalpeptide keinen Einfluss mehr auf die Sekretion von 
gp120. Dies würde die Ergebnisse vorliegender Studie bestätigen, da ein Einfluss der 
unterschiedlichen Signalpeptidvarianten nicht festgestellt werden konnte (C.3.1.2). 
Allerdings widerspricht diese Hypothese den Daten von Wang et al., die zeigten, dass 
sich die gp120-Sekretion trotz Kodonoptimierung von gp120 beim Einsatz der autologen 
HIV-1 Env-Signalsequenz stark reduzierte (Wang et al., 2006b).  
In der vorliegenden Studie könnte auch die Kodonoptimierung der HIV-1 Env-Signal-
sequenz einen positiven Einfluss auf die Sekretion der nachfolgenden Proteine gezeigt 
haben. Bei Verwendung einer nicht kodonoptimierten HIV-1 Env-Signalsequenz mit einer 
kodonoptimierten Variante von Env müsste demnach mit einer hohen Expression und 
einer vergleichsweise niedrigeren Sekretion zu rechnen sein. In der Arbeit von Wang et al. 
wurde diese Hypothese bestätigt, da der direkte Vergleich der nicht kodonoptimierten 
Signalpeptide von tpa und HIV-1 Env deutlich zeigte, dass bei Einsatz des 
tpa-Signalpeptids Expression und Sekretion von gp120 fast gleich schnell ablaufen. Bei 
der autologen HIV-1 Env -Signalsequenz hingegen ist die Expression deutlich stärker als 
die Sekretion (Wang et al., 2006b). Ohne Optimierung des Kodongebrauchs der 
Signalsequenz ist die Expression von Env mit dem autologen Signalpeptid je nach Isolat 
niedriger (Wang et al., 2006b) oder höher (Pfeiffer et al., 2006). Für einen direkten 
Vergleich mit den Daten, die in der vorliegenden Arbeit gewonnen wurden, müsste eine 
nicht optimierte Variante der HIV-1 Env-Signalsequenz des Isolats CN54 mit einer 
kodonoptimierten Variante auf die Proteinexpression und -sekretion hin untersucht 
werden. Die Ergebnisse waren in jedem Fall überraschend und sollten im Rahmen 
weiterführender Arbeiten untersucht werden. 
Alle in dieser Arbeit verwendeten Signalsequenzen (tpa1, tpa2, tpa3 und HIV) wurden auf 
den Kodongebrauch von Säugetieren optimiert, um eine bestmögliche Expression zu 
garantieren. Die Expression war bei allen verwendeten Signalpeptidvarianten gleich hoch 
und es konnten weder in der Western Blot Analyse, noch im spezifischen Env-ELISA 
irgendwelche signifikanten Unterschiede bei der Expressions- oder Sekretionseffizienz 
festgestellt werden (Abbildung C.4). Es konnte somit in der vorliegenden Studie gezeigt 
werden, dass die Verwendung der verschiedenen kodonoptimierten Signalpeptidvarianten 
tpa und HIV weder Einfluss auf die Expression noch auf die Sekretion der nachfolgenden 
gp120-Proteine hatte. 
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D.2.2 C3d3-Fusion führt zu einer geringeren Expression und Sekretion von gp120 
in Säugerzellen 
Die Variation der Signalpeptide hatte keinerlei Einfluss auf die Expression und Sekretion 
von gp120, aber nach der Fusion der drei humanen C3d-Kassetten wurde eine deutliche 
Verringerung der Expression als auch der Sekretion festgestellt (C.3.1.3). Dieses 
Phänomen wurde bereits in früheren Studien beschrieben (Green et al., 2001; Green et 
al., 2003; Ross et al., 2000; Ross et al., 2001; Wang et al., 2006d). Die Arbeit von 
Bower et al. bestätigte, dass die Verringerung der Proteinsekretion nach C3d3-Fusion trotz 
Kodonoptimierung der gp120-Sequenz eintritt (Bower et al., 2004b). Im Gegensatz zu 
dieser Arbeit wurden in der vorliegenden Studie zusätzlich zu gp120 auch die Signal-
peptide und das humane C3d optimal an den Kodongebrauch von Säugern angepasst. 
Mit dieser „Komplettoptimierung“ sollten negative Einflüsse auf die Expression oder die 
Stabilität der mRNA weitgehend auszuschließen sein. Allerdings waren bei diesen 
Konstrukten die Expressions- und Sekretionsunterschiede zwischen den gp120hC3d3- 
und den gp120-Konstrukten ebenso hoch wie bei Bower et al. (Bower et al., 2004b). 
Zellen, die mit gp120-Sequenzen transfiziert wurden, sezernierten eine fünf- bis zehnfach 
höhere gp120-Proteinmenge als Zellen, die mit den gp120hC3d3-Fusionskonstrukten 
transfiziert wurden (Abbildung C.5). In den Studien von Liu et al. und Bower et al. 
erreichten die C3d3-Fusionskonstrukte mit 60% beziehungsweise 40% der Sekretion von 
kodonoptimiertem gp120 weitaus höhere Raten (Bower et al., 2005; Liu et al., 2004). Die 
zusätzliche Optimierung der C3d-Sequenzen und der Signalpeptide hatte folglich keine 
Auswirkung auf die Expression oder Sekretion der hC3d3-Fusionskonstrukte.  
Um zu bestimmen, ob der Entnahmezeitpunkt bei den Experimenten der maximalen 
Sekretion entsprach, wurde sowohl der Zeitpunkt der maximalen Expression als auch der 
der maximalen Sekretion in einem Zeitverlaufsexperiment bestimmt (Abbildung C.3). Die 
maximale Expression fand sowohl bei den gp120- als auch bei den hC3d3-Fusions-
konstrukten nach 36 h statt, die maximale Sekretion erreichte nach 48 h ihren Höhepunkt. 
Diese Verteilung entspricht der Expression und Sekretion, die auch andere Studien 
feststellten (Bower et al., 2004b). 
Der Vergleich der gp120- und gp120hC3d3-Konstrukte zeigte, dass das Verhältnis von 
Expression zu Sekretion zu jedem Zeitpunkt bei den gp120hC3d3-Konstrukten höher war 
(Abbildung C.6). Die Sekretion der hC3d3-Fusionskonstrukte ist demnach deutlich 
verlangsamt gegenüber den gp120-Konstrukten ohne hC3d3. Die geringere Sekretion der 
Fusionskonstrukte kann zum einen durch die Länge der mRNA-Transkripte bedingt sein 
und somit von der mRNA-Stabilität oder der Konkurrenz um Transkriptionsfaktoren 
abhängen oder zum anderen durch die Länge der translatierten Proteine beeinflusst sein, 
und demgemäß von den vorhandenen Tranlationsfaktoren und der Faltungs-
geschwindigkeit der gp120hC3d3-Proteine abhängen. Eine andere Erklärung für die 
Unterschiede zwischen der Expression und Sekretion der gp120hC3d3-Fusionskonstrukte 
und den gp120-Konstrukten wäre die verringerte Transfektionseffizienz nach der 
transienten Transfektion aufgrund der unterschiedlichen Plasmidgrößen (Tabelle C.1). 
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D.2.3 gp120hC3d3-Fusionskonstrukte verringern die Expression eines endogenen 
Luciferasereportergens 
Um nachzuprüfen, ob die gp120-Expression unabhängig von der Transfektionseffizienz 
war, wurden alle gp120-Konstrukte in Luciferasereporterplasmide (luc-) umkloniert. Die 
gp120-Konstrukte wurden dabei unter die Kontrolle eines CMV-Promotors gestellt. Das 
sich auf dem gleichen Vektor befindliche firefly-Luciferasegen stand unter Kontrolle eines 
SV40-Promotors. Als Positivkontrolle diente das Luciferaseplasmid ohne zusätzlich 
einkloniertem Gen. Das Luciferasegen, das sich auf dem Plasmid der gp120-Konstrukte 
befand, sollte dabei zur Normalisierung der Transfektionen dienen. Es lag die Annahme 
zu Grunde, dass die Höhe der Luciferaseexpression bei gleicher Transfektionseffizienz in 
jeder Zelle identisch ist. Die exprimierte Luciferase sammelt sich nach der Expression in 
den Peroxisomen der Säugetierzellen (Gould & Subramani, 1988), daher wurden die 
Zellen nach der Zellernte mit CCLR-Puffer behandelt, um mittels kompletter Lyse der 
Zellen die Luciferase freizusetzen. Die Menge des umgesetzten Luciferins ist dabei direkt 
proportional zur Menge an Luciferase in der Reaktion (Gould & Subramani, 1988). 
Alle neu in den Luciferasevektor klonierten gp120-Konstrukte (Beschreibung C.3.2) 
zeigten eine gute Expression und Sekretion der gp120-Proteine (Abbildung C.8). 
Expression und Sekretion waren dabei mit den Plasmiden ohne Luciferase vergleichbar 
(Abbildung C.5). Sowohl die Expressionsrate der gp120-Konstrukte als auch die 
Luciferaseaktivität korrelierten mit der Sequenzlänge der Konstrukte (Abbildung C.8 und 
Abbildung C.9). Das führte zur Annahme, dass die Transfektionseffizienz von der Größe 
der gp120-Konstrukte abhängt und sich die Expression anhand der Luciferaseexpression 
normalisieren ließe. Um diese Hypothese zu überprüfen, wurde ein gp120hC3d3-
Konstrukt in den Luciferasevektor kloniert, dem zwei Stopkodons zwischen gp120 und 
hC3d3 eingefügt wurden (luc-tpa1gp120ShC3d3). Dieses Konstrukt besitzt die gleiche 
Sequenzlänge wie das gp120hC3d3-Luciferasekonstrukt, aber durch die Einführung der 
beiden Stopkodons kann lediglich gp120 translatiert werden, nicht jedoch das 
Fusionsprotein.  
Das Konstrukt mit den neu eingeführten Stopkodons (luc-tpa1gp120ShC3d3) exprimierte 
und sezernierte gp120 fast ebenso gut wie luc-tpa1gp120 (Abbildung C.8). Die 
ELISA-Daten widersprachen dabei den Ergebnissen der Western Blot-Analyse, da sie 
zeigten, dass die gp120-Expression des Stopkonstrukts (luc-tpa1gp120ShC3d3) niedriger 
war als die von luc-tpa1gp120. Die Ergebnisse des Western Blots sind allerdings 
semiquantitativ und liefern nur Hinweise zur Interpretation der ELISA-Resultate. Zudem 
wurden die beiden eingefügten Stopkodons bei der Translation teilweise überlesen, da auf 
dem Western Blot spezifische Banden auf der Höhe von gp120hC3d3 detektiert wurden 
(Abbildung C.8A). Dies kann ebenfalls zur Verringerung der Sekretionseffizienz beitragen. 
In den Konstrukten ohne Luciferase wurde bereits nachgewiesen, dass die gebildeten 
Fusionskonstrukte die Ausschleusungsrate verlangsamen (Abbildung C.6). Interessanter-
weise war die Luciferaseaktivität des Stopkonstrukts nach der Transfektion so hoch wie 
die von luc-tpa1gp120. Aufgrund der Länge des Konstrukts müsste allerdings die Trans-
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fektionseffizienz ebenso eingeschränkt sein, wie die der luc-tpa1gp120hC3d3-Konstrukte 
ohne Stopkodons (Abbildung C.9). Die Plasmidgröße scheint demnach keine Auswirkung 
auf die Expression zu haben. Nach den vorliegenden Versuchen zu urteilen ist die Länge 
des translatierten Bereichs entscheidend für die Sekretionsrate und die Luciferase-
aktivität. Die Luciferaseexpression des Vektors ohne zusätzliche Gene, die unter der 
Kontrolle des CMV-Promotors standen, war zwei- bis neunfach höher als die 
Luciferaseaktivität der gp120-Konstrukte (Abbildung C.9).  
Um zu bestimmen, ob der Entnahmezeitpunkt 48 h nach Transfektion der maximalen 
Expression und Sekretion entsprach, wurden die jeweiligen Zeitpunkte der maximalen 
Expression und der maximalen Sekretion in einem Zeitverlaufsexperiment bestimmt 
(Abbildung C.7). Die maximale Expression fand sowohl bei der Luciferase wie auch bei 
den gp120-Konstrukten nach 36 h statt, die Sekretion erreichte nach 48 h ihren 
Höhepunkt. Diese Verteilung entspricht den Expressions- und Sekretionsdaten der 
gp120-Proteine mit dem Expressionsvektor pcDNA3.1 (siehe D.2.2). Die 
Luciferaseaktivität war bei allen Konstrukten nach 48 h am höchsten, lediglich die 
Luciferaseexpression des luc-tpa1gp120ShC3d3 Konstrukts fiel bereits nach 42 h ab 
(Abbildung C.7B). Eine Ursache dafür könnte die Verlangsamung der Transkription 
aufgrund der Konkurrenz zwischen den Transkriptionsfaktoren des luciferase-Gens und 
deren der langen repetitiven hC3d-Sequenzen sein. Die eingefügten Stopkodons wurden 
zudem teilweise überlesen, wie bereits oben erwähnt. 
Die Normalisierung der Luciferaseaktivität erfolgt normalerweise anhand der 
Proteinkonzentration des Zelllysats (Jefferies & O'Neill, 2000; Mukhopadhyay et al., 
1997). Dies ist allerdings unter Umständen problematisch, wenn die Expression des 
internen Standards, in diesem Fall Luciferase, systematisch durch die gebildeten Proteine 
verändert wird. Die Verwendung des internen Standards kann dann zu einem 
systematischen Fehler in den Ergebnissen führen (Huszar et al., 2001). Neben der 
Zugabe von Serum kann auch die Kotransfektion verschiedener Expressionsvektoren mit 
unterschiedlichen Promotoren die Aktivität der Reporterkonstrukte verändern und zu 
einem systematischen Fehler führen (Bergeron et al., 1995; Huszar et al., 2001). In dieser 
Arbeit wurden die Transfektionsexperimente sowohl mit als auch ohne Serum (10% FKS) 
durchgeführt. Es ergaben sich dabei keine Unterschiede in der Luciferaseaktivität (Daten 
nicht gezeigt). Um die Problematik der Kotransfektion des Reporterplasmids zu umgehen 
und um die Konkurrenz der Transkriptionsfaktoren bei gleichen Promotoren zu vermeiden, 
wurden die Konstrukte auf einem Plasmid mit unterschiedlichen Promotoren 
zusammengeführt. Folglich sollte sich die Aktivität des Reporterkonstrukts nicht ändern. 
Wie in der Abbildung C.9 aber klar ersichtlich ist, beeinflussen die exprimierten 
gp120-Gensequenzen die Luciferaseaktivität erheblich. Die Gene standen zwar unter der 
Kontrolle unterschiedlicher konstitutiver Promotoren – gp120-Konstrukte unter dem 
Einfluss des CMV-Promotors und Luciferase unter SV40-Einfluss – dies kann aber 
aufgrund der Verwendung der gleichen RNA-Polymerase II und überwiegend gleicher 
Transkriptionsfaktoren trotzdem zur gegenseitigen Beeinflussung der Expressionsrate 
führen (Schambach et al., 2006). Diese Unterschiede in der Luciferaseexpression ließen 
sich weder auf den Einfluss kotransfizierter Plasmide, noch auf die unterschiedlichen 
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Transkriptlängen der Konstrukte zurückführen. Eine Erklärung für die Korrelation der 
Expression der Luciferase mit der der gp120-Konstrukte könnte die geringere 
Verfügbarkeit von Translationsfaktoren sein. Die gp120hC3d3-Konstrukte binden die 
Translationsfaktoren für längere Zeit bis Faltung und Sekretion erfolgen, als die kürzeren 
gp120-Konstrukte. Diese gebundenen Translationsfaktoren stehen somit für die 
Produktion der Luciferase nicht mehr zur Verfügung und verlangsamen folglich die 
Translation des Reporterkonstrukts. Demgemäß korrelierte die Sekretion von gp120 und 
die Expressionsrate der Luciferase mit der translatierten Länge der gp120-Konstrukte 
(Abbildung C.9). 
Der Luciferase-Reporter-Assay war somit nicht geeignet die Expression der gp120-
Konstrukte zu normalisieren, da bei der Translation der gp120-Konstrukte die Expression 
des Reporters Luciferase beeinflusst wurde. Anhand des Konstrukts 
luc-tpa1gp120ShC3d3 konnte allerdings nachgewiesen werden, dass die Plasmidgröße 
der Konstrukte keinen Einfluss auf die Transfektionseffizienz hat und die Fusion von 
hC3d3 an gp120 nicht die Expression, sondern nur die Sekretion der Konstrukte 
beeinflusste. Es gibt Hinweise in der Literatur, dass die Translation und/oder die Sekretion 
oberhalb eines bestimmten mRNA-Expressionsniveaus zum limitierenden Faktor bei der 
Proteinproduktion wird (Barnes et al., 2004; Harter & Wieland, 1996).  
Neben der erfolgreichen Expression und Sekretion der Konstrukte muss natürlich auch 
die Funktionalität der Bindung von C3d an den CD21 Rezeptor gewährleistet sein. Nur so 
kann sichergestellt werden, dass hC3d3 der sezernierten gp120hC3d3-Fusionsproteine als 
Adjuvans wirken kann. 
D.3 Effiziente Bindung der gp120hC3d3-Fusionskonstrukte an 
CD21 auf humanen B-Zellen 
Die Bindung von C3d an den Rezeptor CD21 auf humanen B-Zellen führt zu einer 
Schwellenwertsenkung für eingehende Signale am B-Zell-Rezeptor (BCR) und somit zur 
Signalverstärkung (Barel et al., 2003; Carroll, 2004; Carroll, 1998b; Cherukuri et al., 
2001a; Mongini et al., 1997; Rickert, 2005). Die Bindung von C3d an CD21 kann ferner 
die Aufnahme des C3d-gekoppelten Antigens vermitteln und zu einer verstärkten 
Antigenprozessierung und -präsentation auf B-Zellen und FDC führen (Hess et al., 2000; 
Perrin-Cocon et al., 2004; Qin et al., 1998). Der Nachweis der Bindung der gekoppelten 
humanen C3d-Proteine an CD21 auf den B-Zellen ist somit wichtig für den Beweis der 
Funktionalität der gp120hC3d3-Fusionskonstrukte. In einer kürzlich veröffentlichten Studie 
wurde festgestellt, dass C3d sogar als Adjuvans wirken kann, wenn kein CD21 auf der 
Zelloberfläche vorhanden ist (Haas et al., 2004). Es gibt aber auch Hinweise darauf, dass 
es ohne die Interaktion von C3d mit CD21 nicht zu einer verstärkten Induktion der 
Immunantwort kommt (Mitsuyoshi et al., 2005). 
Nachdem der humane CD21-Rezeptor dem murinen CD21-Rezeptor sehr ähnlich ist 
(Fingeroth, 1990) und die gleichen Bindungsstellen relevant sind, wurden für den 
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Bindungsnachweis humane Raji-B-Zellen verwendet, da diese eine gute CD21-
Expression auf ihrer Oberfläche zeigen (Braun et al., 1998; Carel et al., 1989). Murines 
und humanes C3d haben an den CD21-Bindungsstellen eine identische Sequenz 
(Hannan et al., 2002; Hannan et al., 2005; Szakonyi et al., 2001; Tong et al., 2006), (siehe 
auch Seqvergleich F.2). Zudem wurde bereits in mehreren Arbeiten bestätigt, dass die 
Bindung von humanem C3d an den murinen CD21-Rezeptor funktionell ist (Henson et al., 
2001; Lee et al., 2005; Lyubchenko et al., 2005). Um grundsätzlich zu zeigen, dass die in 
Säugerzellen exprimierten hC3d3-Fusionsproteine an ihren Rezeptor (CD21) auf B-Zellen 
binden, wurden Überstände transient transfizierter 293T-Zellen mit humanen Raji-B-Zellen 
inkubiert und nach Antikörperfärbung im FACS überprüft (Abbildung C.12). Es stellte sich 
heraus, dass nur 16-40% der unstimulierten Raji-B-Zellen positiv für den CD21-Rezeptor 
waren. Folglich standen für die C3d-Bindung auch nicht mehr positive Zellen zur 
Verfügung. In Versuchen, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgeführt wurden, 
zeigte die Inkubation mit Überständen, die nur gp120-Protein enthielten, keine Bindung an 
CD21. Bei Überständen mit gp120hC3d3-Fusionsproteinen waren hingegen annähernd 
55% der CD21-tragenden Zellen an gp120hC3d3 gebunden. Bei der Positivkontrolle mit 
sezerniertem hC3d3-Protein konnte sogar bei fast 70% der CD21-positiven Zellen eine 
C3d-Bindung nachgewiesen werden (Abbildung C.12). Dies bestätigte die Ergebnisse von 
Suradhat et al., der zeigte, dass murines C3d2 zu ca. 50% an den CD21-Rezeptor von 
B-Zellen aus Peyerschen Plaques von Schafen binden kann (Suradhat et al., 2001) und 
die von Carel, der eine 60%ige Bindung von EBV an Raji-B-Zellen feststellte, das an der 
gleichen Stelle wie C3d bindet (Carel et al., 1989). 
Anderen Studien zufolge ist die Expression von CD21 auf der Oberfläche der 
Raji-B-Zellen mit ca. 80-90% der Zellen viel höher (Braun et al., 1998; Carel et al., 1989). 
In der vorliegenden Arbeit wurde daher versucht, durch Stimulation unterschiedlicher B-
Zellen eine erhöhte Präsentation von CD21 auf der Oberfläche zu erreichen. Die 
Stimulierung verschiedener B-Zellen mit unterschiedlichen Kombinationen von IL-2, PHA 
und PMA führte allerdings nicht zu einer höheren Expression von CD21 (Abbildung C.11), 
obwohl frühere Studien eine höhere CD21-Präsentation nach Stimulation von B-Zellen 
beschreiben (Corcoran et al., 2004; Hivroz et al., 1991; Nanan et al., 2002; 
Vereshchagina et al., 2001). Es gibt aber in der Literatur auch Hinweise darauf, dass die 
Stimulation mit PMA zur Scherung von CD21 auf der Zelloberfläche führen kann 
(Masilamani et al., 2003). Die Bindungsstudien wurden folglich mit unstimulierten 
Raji-B-Zellen durchgeführt, die durchwegs die beste CD21-Expressionsrate aufwiesen 
(Abbildung C.10). Der geringe Prozentsatz CD21-positiver Raji-B-Zellen reichte auch aus, 
um die Bindung der hC3d3-Fusionsproteine an CD21 auf der Oberfläche nachzuweisen. 
Da die Bindungsstellen von humanem C3d an murines und humanes CD21 identisch sind 
(Braun et al., 1998; Henson et al., 2001; Lee et al., 2005; Lyubchenko et al., 2005; Tong 
et al., 2006), kann davon ausgegangen werden, dass die exprimierten hC3d3-Fusions-
proteine in Mäusen funktionell sind und sich daher gut für Mausimmunisierungsstudien 
eignen.  
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D.4 Verringerte Immunogenität der hC3d3-fusionierten 
gp120-DNA-Vakzinekonstrukte im Balb/C-Mausmodell 
Die Effizienz, die Dauer und die Polarisierung der mit den gp120-Konstrukten induzierten 
humoralen und zellulären Immunantwort wurde im Balb/C Mausmodell bestimmt (siehe 
C.5). In früheren Studien konnte nach Anpassung des Kodongebrauchs von 
HIV-DNA-Sequenzen an Säugerzellen festgestellt werden, dass die Expressionsrate der 
Konstrukte um ein Vielfaches gesteigert wurde (Bojak et al., 2002; Gao et al., 2003; Graf 
et al., 2004; zur Megede J. et al., 2000). Die erhöhte Expression korrelierte dabei direkt 
mit höheren Antikörpertitern (Bower et al., 2005; Casimiro et al., 2002; Corbet et al., 2000; 
Deml et al., 2001; Gomez et al., 2007b; Kumar et al., 2006; Qiu et al., 2000; Wang et al., 
2006b; Yan et al., 2007). Mit der Fusion von drei gleichen Komplementfaktoren, C3d3, 
wurde ebenfalls eine Verstärkung der humoralen und der zellulären Immunantwort 
erreicht (Bower et al., 2004a; Dempsey et al., 1996; Green et al., 2003; Ross et al., 2001; 
Wang et al., 2006d). Diese Studie untersuchte, welchen Einfluss die Verwendung beider 
immunstimulatorischer Strategien in einem einzigen Versuchsansatz auf die Induktion der 
Immunantworten hatte. 
D.4.1 Effektivere humorale Immunantwort von nicht hC3d3-fusionierten gp120-
DNA-Konstrukten  
Alle gp120-DNA-Konstrukte induzierten nach intramuskulärer Immunisierung sowohl eine 
humorale als auch eine zellvermittelte Immunantwort, allerdings war die Qualität und 
Quantität der Immunantworten sehr unterschiedlich.  
Der Gesamttiter, der aus den Antikörpern resultierte, die von gp120hC3d3-Fusions-
konstrukten induziert wurden, war vier- bis siebenmal niedriger, als der gp120-
immunisierter Tiere (Abbildung C.14). Die humorale Immunantwort nach der Immuni-
sierung von gp120hC3d3-Fusionskonstrukten war folglich drastisch reduziert und 
korrelierte mit der geringeren Expression beziehungsweise Sekretion der Konstrukte nach 
transienter Transfektion in 293T-Zellen (siehe C.5). Die in vivo gewonnenen Daten 
passen somit sehr gut mit den schon in vitro ermittelten Expressionsdaten zusammen 
(siehe D.2.2). Andere Studien bestätigen diese Ergebnisse. Sie ergaben, dass die Höhe 
der Antikörpertiter direkt mit der Menge an Protein korreliert, das von der DNA-Vakzine 
gebildet wird (Bower et al., 2004b; Bower et al., 2005; Gor et al., 2006). In der Literatur 
gibt es allerdings auch Hinweise darauf, dass die induzierten Immunantworten von der 
Expressionshöhe des Antigens unabhängig sind (Guan et al., 2007). Aus früheren Studien 
ist bekannt, dass es bei Verwendung von mC3d3-gekoppelten gp120 zu einer 
Vervielfachung der Antikörpertiter und einer verbesserten Reifung der Antikörper kommt 
(Green et al., 2003; Ross et al., 2001; Wang et al., 2004c; Wang et al., 2006d). In den 
Studien von Bower et al. und Liu et al. zeigte sich jedoch, dass die humorale 
Immunantwort bei gleichzeitiger Kodonoptimierung und C3d-Fusion der DNA-Konstrukte 
im Vergleich zu nicht fusionierten Konstrukten nicht höher ausfällt (Bower et al., 2004b; 
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Bower et al., 2005; Bower & Ross, 2006; Liu et al., 2004). Die Kodonoptimierung der 
Konstrukte allein reichte folglich für eine verbesserte Antikörperantwort völlig aus. Die 
zusätzliche Fusion von C3d brachte demnach keine Synergieeffekte im Hinblick auf die 
Induktion der humoralen Immunantwort. Interessanterweise konnte in einigen Arbeiten 
eine inhibitorische Wirkung nach C3d-Fusion festgestellt werden, die aber anscheinend 
von der Natur des Antigens abhing (Gor et al., 2006; Guan et al., 2007; Suradhat et al., 
2001; Terrazzini et al., 2004). 
In der Literatur gibt es Hinweise darauf, dass nach C3d-Fusion nicht nur die humorale 
Immunantwort verstärkt wird, sondern auch die Polarisierung der Antikörperisotypen 
beeinflusst wird (Wang et al., 2004c; Wang et al., 2006d). Der freigesetzte IgG-Isotyp ist 
ein Indikator für die ausgelöste T-Helferzellantwort, die vom Antigen, der 
Immunisierungsroute und weiteren Faktoren abhängt (Oran & Robinson, 2003; Sin & 
Weiner, 2000; Spellberg & Edwards, Jr., 2001). Generell zeigen DNA-Immunisierungen 
von Konstrukten ohne C3d meist eine TH1-basierte Immunantwort (Deml et al., 2001; 
Ulmer et al., 1995) während Proteinimpfstoffe eher eine TH2-Ausrichtung induzieren (Raz 
et al., 1996). Dies konnte in der vorliegenden Arbeit bestätigt werden, da die IgG2a-Titer 
in Tieren, die mit tpa3gp120 vakziniert wurden, deutlich höher waren als die IgG1-Titer 
(Abbildung C.15). Übereinstimmend zur Studie von Oran et al. konnte in der vorliegenden 
Arbeit nach intramuskulärer DNA-Immunisierung von tpa3gp120 ein hoher IgG2a-Titer 
nachgewiesen werden (Oran & Robinson, 2003). Im Gegensatz zu den neu generierten 
Daten, in denen zusätzlich hohe IgG1-Titer gemessen wurden, konnten in der Studie von 
Oran et al. keine IgG1-Antikörper festgestellt werden (Oran & Robinson, 2003). Die 
höhere IgG1-Ausschüttung könnte durch die Sekretion von gp120 bedingt sein, da 
lösliche Antigene eher TH2-Antworten verstärken (Oran & Robinson, 2003; Robinson & 
Pertmer, 2000). Laut der aktuellen Literatur verstärkt die Verwendung des molekularen 
Adjuvans C3d sowohl TH1- als auch TH2-Antworten (Bergmann-Leitner et al., 2005; Bower 
et al., 2005; Liu et al., 2004; Mitchell et al., 2003; Tong et al., 2006; Wang et al., 2004c; 
Wang et al., 2006d), scheint aber besonders effektiv bei der Freisetzung von IgG1 zu sein 
(Bower & Ross, 2006). Bei Bower et al. wurde jedoch die DNA mit GeneGun appliziert, 
eine Methode, die laut Oran et al. automatisch zu einer TH2-basierten Immunantwort führt 
(Bower & Ross, 2006; Oran & Robinson, 2003). In der vorliegenden Arbeit konnte die 
Ausrichtung der Immunantwort nicht bei allen Konstrukten festgestellt werden, da in den 
Mausseren der mit gp120hC3d3-Fusionskonstrukten immunisierten Tiere weder IgG1- 
noch IgG2a-Antikörper bestimmt werden konnten, weil die Titer zu gering waren 
(Abbildung C.15). 
Humanes IgG1 und IgG3, das den murinen Isotypen IgG4 und IgG2a entspricht, sind die 
vorherrschenden Isotypen im Serum von Patienten in einem natürlichen Infektionsverlauf 
von HIV-1 (Cavacini et al., 2003; Raux et al., 2000). IgG3 ist zudem bei der 
in vitro-Neutralisierung von HIV-1 wirksamer als die anderen Isotypen (Scharf et al., 
2001). In der vorliegenden Impfstudie mit kodonoptimiertem gp120 wurde hauptsächlich 
IgG2a gebildet und ist daher eine gute Voraussetzung für die Entwicklung einer starken 
und effektiven neutralisierenden Immunantwort. In weiteren Impfstudien sollten 
zusätzliche Boost-Immunisierungen mit Protein erfolgen, da sie das Repertoire der 
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IgG-Isotypen erweitern und die Sekretion von Zytokinen verstärken (Bower et al., 2005; 
Bower et al., 2006; Cristillo et al., 2006; Rollman et al., 2007).  
Die Antikörpertiter von Mäusen, die mit Konstrukten immunisiert wurden, die das autologe 
Signalpeptid HIV enthielten, waren höher als die von Mäusen, die mit tpa-Konstrukten 
vakziniert wurden. Der Effekt kann bei den Mäusen, die mit HIVgp120 immunisiert 
wurden, durch die hohen Env-Antikörpertiter einer einzigen Maus erklärt werden. Die 
Vermessung der Einzelseren ergab, dass eine der sechs Mäuse nach drei 
DNA-Immunisierungen extrem hohe Antikörpertiter aufwies (Abbildung C.13). Die Werte 
dieser Maus dürften bereits für den erhöhten Antikörpertiter der Präimmunseren 
verantwortlich sein, die jedoch nicht einzeln vermessen wurden. Mäuse, denen 
HIVgp120hC3d3 injiziert wurde, hatten höhere Antikörpertiter, als nach Vakzinierung von 
tpa3gp120hC3d3 (Abbildung C.14). Die Ursache dafür konnte nicht geklärt werden. 
Möglicherweise vermittelt das kodonoptimierte autologe Signalpeptid HIV in vivo eine 
bessere Sekretion als in vitro (siehe D.2.1). In der Literatur gibt es zudem Hinweise 
darauf, dass die Verwendung des tpa-Signalpeptids zu einer Verringerung der Faltung 
von Env und damit zur Erniedrigung der Sekretionseffizienz kommt (Pfeiffer et al., 2006).  
Der Vergleich der Aminosäuresequenzen von humanem und murinem C3d zeigte, dass 
ca. 74% der Aminosäuren homolog (siehe Anhang F.2 und (Green et al., 2003)) und die 
Bindungsstellen an CD21 völlig identisch sind (Hannan et al., 2005; Szakonyi et al., 
2001). Aufgrund dieser Sequenzhomologie sollte es nicht zur Bildung von anti-hC3d 
gerichteten Antikörpern in Mäusen kommen. In der vorliegenden Studie reichten die 
geringen Unterschiede jedoch, um nach dreimaliger DNA-Immunisierung der Mäuse 
hC3d-spezifische Antikörper im Western Blot nachzuweisen (Abbildung C.16). Die Bildung 
hC3d3-spezifischer Antikörper minimiert die Wirkung der Vakzine, da die von der 
DNA-Vakzine produzierten Proteine sofort von den Antikörpern komplexiert werden und 
so für die Aktivierung des Immunsystems nicht mehr zur Verfügung stehen. Eine 
zusätzliche Problematik ergibt sich bei Erkennung von körpereigenem C3d, da dies zu 
Autoimmunerkrankungen führen kann (Del Nagro et al., 2005). Für die Testung der 
Adjuvanswirkung von C3d in Mäusen ist demnach die Verwendung von murinem C3d 
vorteilhafter. Laut Green et al. ist die Aminosäuresequenz von C3d aus Kaninchen mit 
dem humanen C3d zu mehr als 80% identisch und daher die Bildung von 
hC3d-spezifischen Antikörpern unwahrscheinlich (Green et al., 2003). Für eine weitere 
Immunisierungsstudie mit den hC3d3-Konstrukten wurden folglich Kaninchen verwendet. 
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D.4.2 Zelluläre Immunantworten von C3d-fusionierten und nicht fusionierten 
gp120-DNA-Konstrukten sind vergleichbar 
Die Expression viraler Antigene von immunisierter DNA löst nicht nur humorale, sondern 
auch starke zellvermittelte Immunantworten aus (Estcourt et al., 2004; Gurunathan et al., 
2000; Liu et al., 2006). In der vorliegenden Studie wurden die zellulären Immunantworten 
durch die intra- und extrazelluläre Vermessung der Interferon γ (IFNγ)-Produktion von 
CD8+-T-Zellen nach Stimulation eines MHC-I spezifischen Peptids bestimmt. Die 
Auswertung beider Testsysteme, ELISPOT und FACS, offenbarte konsistente Daten 
(siehe C.5.2). 
Die IFNγ-Ausschüttung bei Splenozyten war von den Tieren, die mit Konstrukten 
immunisiert wurden, welche das autologe HIV-1 Env Signalpeptid (HIV) enthielten, höher 
als bei Splenozyten von Mäusen, die mit tpa-Konstrukten vakziniert wurden. Die hohen 
Werte der mit HIVgp120-immunisierten Mäuse, im Vergleich zu Tieren, denen tpa3gp120 
verabreicht wurde, können unter Umständen auf eine einzige Maus zurückgeführt werden, 
die bei der Vermessung der Antikörpertiter der Einzelseren auffiel (Abbildung C.13). Der 
Vergleich der beiden Gruppen, die mit HIVgp120hC3d3 beziehungsweise 
tpa3gp120hC3d3 immunisiert wurden, offenbarte ähnliche Unterschiede, allerdings 
konnten diese nicht durch eine Maus begründet werden. In der Literatur gibt es Hinweise 
darauf, dass das tpa-Signalpeptid in vivo eine niedrigere Sekretion vermittelt als die HIV-
Signalsequenz und demzufolge die Erniedrigung humoraler und zellulärer Immun-
antworten der tpa-Konstrukte erklären würde (Pfeiffer et al., 2006). Die relativ hohen 
Standardabweichungen der beiden Gruppen, die mit HIVgp120 und HIVgp120hC3d3 
immunisiert wurden, weisen allerdings darauf hin, dass der Einfluss des Signalpeptids 
nicht sehr stark war. Bei einem größeren Einfluss würden die Werte eindeutiger ausfallen. 
Die IFNγ-Ausschüttung der Konstrukte, die das autologe Signalpeptid HIV enthielten, war 
allerdings trotz einberechneter Standardabweichungen etwas höher und wurden deshalb 
für die nachfolgenden Immunisierungen in Kaninchen verwendet.  
Die mit gp120hC3d3-Fusionskonstrukten immunisierten Mäuse hatten in etwa gleich viele 
IFNγ-produzierende Splenozyten wie Mäuse, denen HIVgp120 beziehungsweise 
tpa3gp120 injiziert wurde (Abbildung C.17 und Abbildung C.18). Dieses Ergebnis war 
insofern überraschend, da sowohl Expression und Sekretion (Abbildung C.5) als auch die 
humorale Immunantwort (Abbildung C.14) nach Kopplung von hC3d3 an kodonoptimiertes 
gp120 stark reduziert war. Die Resultate bestätigten Versuche von Bower et al. mit 
kodonoptimiertem Env, der ebenfalls keine Erhöhung der IFNγ-Produktion nach C3d-
Fusion feststellte (Bower et al., 2006). Diese Ergebnisse stehen allerdings im 
Widerspruch zu anderen Studien (Bower et al., 2005; Wang et al., 2004c), die nachweisen 
konnten, dass es nach Immunisierung eines C3d-gekoppelten Antigens zu einer 
verstärkten IFNγ-Antwort kommt. Die erhöhte IFNγ-Produktion nach der Immunisierung 
mit C3d3-Fusionskonstrukten bei Mäusen wurde sowohl bei der Verwendung von 
gp120-Wildtypsequenzen als auch bei kodonoptimierten Sequenzen festgestellt (Bower et 
al., 2005; Liu et al., 2004). Laut Literatur hat die Kodonoptimierung von gp120 keinen oder 
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nur sehr wenig Einfluss auf die zelluläre Immunantwort (Bower et al., 2005). In 
Übereinstimmung mit anderen Arbeiten wurde somit festgestellt, dass weder die 
exprimierte noch die sezernierte Antigenmenge einen Einfluss auf die Zahl der 
IFNγ-produzierender Zellen hat (Bower & Ross, 2006; Liu et al., 2004; Mitchell et al., 
2003). Die Fusion von hC3d3 scheint jedoch einen adjuvierenden Effekt auf die Induktion 
der zellvermittelten Immunantwort zu haben. Ohne diese Adjuvanswirkung wäre 
anzunehmen, dass die verringerte Sekretion der Antigene zugleich zu einer Verminderung 
der IFNγ-Produktion führt. Laut Literatur ist es wahrscheinlich, dass die Aktivierung von 
B-Zellen durch Antigen-C3d Komplexe mittels der Quervernetzung von C3d-Rezeptor 
CD21 und BCR erfolgt, die in einer signifikanten Reduktion des Signalschwellenwerts 
resultiert (Fearon & Carter, 1995; Kozono et al., 1998; Mongini et al., 1997). 
C3d-gekoppelte Antigene können die Immunantwort beeinflussen durch (i) gezielte 
Bindung an CD21, die zu einer erhöhten Antigenprozessierung und Präsentation in allen 
B-Zellen und FDC führt (Boackle et al., 1997; Cherukuri et al., 2001a; Hess et al., 2000; 
Prechl et al., 2002), (ii) längerfristige Bindung an FDC in der Milz mit Aktivierung 
vorbeiwandernder T-Helferzellen (Fearon & Carroll, 2000; Qin et al., 1998) und (iii) 
Regulation der zellulären Immunantwort mit Hilfe der Bindung an CD21 auf T-Zellen 
(Bergmann-Leitner et al., 2006; Morgan et al., 2005). In Bezug auf die Ergebnisse 
vorliegender Arbeit ist es wahrscheinlich, dass der adjuvierende Effekt von C3d auf die 
zelluläre Immunantwort auf dem „cross-priming“ der FDC beruht, welches schließlich zur 
Stimulation der T-Zellen führt. Dieser auf C3d beruhende Effekt führte allerdings nicht zur 
Induktion einer stärkeren zellulären Immunantwort, als durch die Kodonoptimierung allein 
erreicht werden konnte. Weiterhin wäre es möglich, dass die Stärke der zellulären 
Immunantwort auf der Überschreitung eines Schwellenwerts beruht, und die Expression 
und Sekretion der hC3d3-fusionierten Proteine für die Überschreitung des Schwellenwerts 
ausreichte. Aktuelle Veröffentlichungen zeigen, dass C3d auch ein wirksamer 
Immunsuppressor sein kann (Gor et al., 2006; Guan et al., 2007). Die Wirksamkeit der 
C3d-Fusion ist demnach abhängig von der Art des aktivierten Rezeptors (Bennett & 
Leanderson, 2003) und von der Stärke der Aktivierung (Chakravarty et al., 2002; Lee et 
al., 2005). 
In der vorliegenden Mausstudie offenbarten sich große Unterschiede bei den ausgelösten 
Immunantworten nach Konjugation von C3d an gp120. Die niedrigere Expression und 
Sekretion der Fusionskonstrukte führte zu einer starken Verringerung der 
gp120-spezifischen humoralen Immunantwort, jedoch nicht zu einer verminderten 
zellulären Immunantwort. hC3d3 scheint die niedrigere Expression durch zusätzliche 
Aktivierung des zellvermittelten Immunsystems zu kompensieren. Um die in der Maus 
gebildeten anti-hC3d Antikörper zu vermeiden (D.4.1), wurde eine weitere 
Immunisierungsstudie in Kaninchen durchgeführt, da C3d von Kaninchen eine größere 
Ähnlichkeit mit dem humanen C3d aufweist, als murines C3d ((Green et al., 2003), siehe 
auch Anhang F.2). 
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D.5 Verlangsamte Bildung von Antikörpern nach Immunisierung 
C3d-gekoppelter gp120-DNA-Vakzinekonstrukte im New-
Zealand-White-Rabbit-Modell 
Die zwei DNA-Konstrukte, HIVgp120 und HIVgp120hC3d3, induzierten die stärksten 
humoralen und zellulären Immunantworten im Balb/C-Mausmodell (D.4) und wurden 
daher in einem weiteren Nagetiermodell, in New-Zealand-White-Kaninchen, überprüft.  
Analog zur Mausstudie war die ausgelöste humorale Immunantwort der mit 
HIVgp120hC3d3 immunisierten Kaninchen stark verringert im Vergleich zu Tieren, die mit 
HIVgp120 vakziniert wurden (Abbildung C.19). Die Antikörpertiter korrelierten mit der 
geringen Sekretion der Antigene nach transienter Transfektion von 293T-Zellen (siehe 
C.3.1.3). Für die Immunisierung von Kaninchen waren zur Induktion messbarer 
Antikörpertiter insgesamt mehr Impfgaben nötig als bei der zuvor durchgeführten 
Mausstudie. Der durch gp120hC3d3 induzierte Gesamttiter in Kaninchen war zehn- bis 
sechzigmal niedriger, als der gp120-immunisierter Tiere (Abbildung C.19). Env-
spezifische Antikörper erreichten nach Immunisierung von HIVgp120 bereits nach vier 
DNA-Gaben einen Titer von ca. 2.000, der nach den Boost-Immunisierungen mit Protein 
auf bis zu 100.000 beziehungsweise 8.000 anstieg. In der Literatur ist beschrieben, dass 
bei Kaninchen sogar schon nach zweimaliger Immunisierung von gp120-DNA hohe 
Antikörpertiter nachweisbar sind (Beddows et al., 2007). Bei den Kaninchen, die mit 
HIVgp120hC3d3 vakziniert wurden, konnten erst nach dem ersten beziehungsweise 
dritten Protein-Boost Antikörper nachgewiesen werden, die höchstens Titer von 1.600 
beziehungsweise 800 erreichten (Abbildung C.19). Diese Ergebnisse stehen im 
Widerspruch zu einer Studie von Green et al., in der ebenfalls Kaninchen mit 
gp120hC3d3-Fusionskonstrukten intramuskulär immunisiert wurden (Green et al., 2003). 
In dieser Arbeit wurden maximale Env-spezifische Antikörpertiter von 10.000 erreicht. 
C3d-fusionierte Konstrukte wiesen dabei insgesamt eine zehnmal bessere humorale 
Immunantwort auf, als nicht fusioniertes gp120. Allerdings war die verwendete 
gp120-Sequenz nicht auf den Kodongebrauch von Säugetierzellen modifiziert. Damit sind 
die Daten nur schlecht vergleichbar, da auch in früheren Mausstudien nach Kopplung von 
C3d an gp120-Wildtypsequenzen eine bessere Immunantwort induziert wurde, jedoch 
nicht mehr nach Kodonoptimierung (Bower et al., 2004b; Bower et al., 2005; Liu et al., 
2004; Ross et al., 2001). Allerdings war erstaunlich, dass in der Studie von Green et al. 
die Induktion der Antikörper nach DNA-Immunisierung mit gp120hC3d3-Konstrukten 
relativ schnell erfolgte. Bereits drei Wochen nach der ersten Applikation konnten 
Env-spezifische Antikörpertiter in Höhe von 200-700 festgestellt werden (Green et al., 
2003). Diese Ergebnisse sind abweichend von der hier beschriebenen Kaninchenstudie, 
in der in den mit HIVgp120hC3d3 vakzinierten Tieren erst nach ein beziehungsweise drei 
Proteinboost-Immunisierungen Antikörper detektierbar waren (siehe C.6). Die Wider-
sprüchlichkeit der Daten ist erstaunlich, da für die vorliegende Studie die gleiche 
intramuskuläre Applikationsroute und die gleiche Kaninchenrasse gewählt wurde wie in 
der Arbeit von Green et al.. Diese Unterschiede können auf verschiedenartige DNA-
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Präparationsmethoden oder auf den unterschiedlichen Immunisierungsschemata 
beruhen. Beide Erklärungen sind nicht zufriedenstellend, daher sollten die 
Immunisierungen in zukünftigen Studien nochmals überprüft werden.  
Der Verlauf der humoralen Immunantwort wurde über 63 Wochen hinweg beobachtet. Es 
zeigte sich, dass langanhaltende Antikörpertiter nur bei einem mit HIVgp120 
immunisierten Tier induziert wurden. Bei den drei anderen Tieren konnten nach dieser 
Zeit keine Antikörper mehr nachgewiesen werden (Abbildung C.19). Die Immunisierung 
mit kodonoptimiertem gp120 führte somit zu einer hochtitrigen und langanhaltenden 
humoralen Immunantwort, während die zusätzliche Fusion mit C3d bewirkte, dass 
insgesamt weniger Antikörper gebildet wurden, die erst nach weiteren Protein-
immunisierungen detektierbar waren. Die Induktion langlebiger Antikörperantworten durch 
DNA-Immunisierung von Kaninchen ist in der Literatur wiederholt beschrieben (Bates et 
al., 2006; Gardsvoll et al., 2000; Hong et al., 2002; Isaguliants et al., 2000; Law et al., 
2007; Ren et al., 2002) und entscheidend für die Effizienz von DNA-Vakzinen (Davis et 
al., 1996; Evans et al., 2004). Die Verwendung eines Immunisierungsschemas mit 
DNA-Prime und Protein-Boost führt ebenfalls zu langanhaltenden Immunantworten 
(Beddows et al., 2007) und stimuliert in verschiedenen Tiermodellen die Bildung von 
B-Gedächtniszellen, die hochtitrige neutralisierende Antikörper mit einer hohen Avidität 
sezernieren (Bower et al., 2004b; Davis et al., 1996; Devito et al., 2004; Radaelli et al., 
2003; Richmond et al., 1997). Die Verwendung von „Prime-Boost“-Strategien bei 
Env-basierten Vakzinen scheint optimal für die Induktion hochtitriger Immunantworten 
gegen HIV-1 Antigene zu sein (Amara et al., 2002; Buonaguro et al., 2007; Dale et al., 
2006; Hanke et al., 2007; Hinkula, 2007; Richmond et al., 1998; Seaman et al., 2005; Shu 
et al., 2007). In der vorliegenden Studie konnte der Nachweis langlebiger 
B-Gedächtniszellen nach DNA-Prime und Protein-Boost der immunisierten Kaninchen 
nicht erbracht werden. Die bei diesem Versuch gewonnene, geringe Anzahl an 
B-Gedächtniszellen in den PBMC konnte trotz fünftägiger Stimulation nicht erhöht werden 
(siehe C.6.1.3). Lediglich die Gesamtmenge an IgG konnte bestimmt werden, aber 
gp120-spezifisches IgG war weder bei HIVgp120-, noch bei HIVgp120hC3d3-
immunisierten Tieren nachweisbar. Die Versuche konnten nicht wiederholt werden, da die 
Kaninchen erkrankten und daher vorzeitig getötet werden mussten.  
Für diese zweite Immunisierungsstudie mit den gp120- und gp120hC3d3-Konstrukten 
wurden Kaninchen als Tiermodell gewählt, da C3d von Kaninchen mit dem von Menschen 
zu ca. 80% identisch ist (siehe Anhang F.2 und (Green et al., 2003)). Aufgrund der 
höheren Ähnlichkeit der C3d-Proteine war zu erwarten, dass es nach den 
DNA-Immunisierungen nicht zur Bildung von hC3d-spezifischen Antikörpern kommt. 
Somit ließe sich die Adjuvanswirkung von C3d besser überprüfen, da die gebildeten 
Proteine nicht komplexiert würden und die Gefahr einer Autoimmunerkrankung verringert 
wäre. Die durchgeführte Studie zeigte, dass sich auch nach viermaliger 
DNA-Immunisierung keine Antikörper gegen humanes C3d in den Kaninchen bildeten 
(Abbildung C.20). Green et al. beschreiben, dass bereits nach drei DNA-Immunisierungen 
mit gp120hC3d3 spezifische Antikörper gegen humanes C3d in Kaninchen nachweisbar 
waren (Green et al., 2003). In jenem Versuch wurden bereits nach der ersten DNA-
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Immunisierung mit tpagp120hC3d3 Antikörper gegen gp120 mit Titern von bis zu 7.000 
nachgewiesen. Die Antikörperantwort war allerdings insgesamt stärker. In der 
vorliegenden Studie wurden die Antikörpertiter erst nach der vierten DNA-Injektion 
vermessen, wobei in den mit HIVgp120hC3d3-immunisierten Tieren keine humorale 
Immunantwort gegen hC3d nachgewiesen werden konnte. In zukünftigen 
Immunisierungsversuchen mit speziesfremden C3d-Proteinen sollte die Induktion von 
Antikörpern, die sich gegen körpereigenes C3d richten, besondere Beachtung verdienen, 
denn bei Bildung derartiger Antikörper wäre die Verwendung als Vakzine unzweckmäßig.  
Das molekulare Adjuvans C3d wurde bereits in mehreren Studien für die Verstärkung der 
Immunantwort gegen bakterielle, virale und andere Antigene verwendet (Bower et al., 
2004a; Dempsey et al., 1996; Green et al., 2001; Haas et al., 2004; Mitchell et al., 2003; 
Test et al., 2001; Wang et al., 2004a; Wang et al., 2006d). Bei einigen Antigenen 
verbesserte sich die Immunantwort jedoch nicht, sondern verschlechterte sich teilweise 
sogar nach Fusion von C3d3 (Gor et al., 2006; Guan et al., 2007; Hu & Test, 2004; Koch 
et al., 2005; Lee et al., 2005; Suradhat et al., 2001; Terrazzini et al., 2004). In der Literatur 
ist beschrieben, dass die Wildtypsequenz des HIV-1 Hüllproteins stets höhere Antikörper-
titer nach Fusion von drei murinen C3d-Kassetten induziert (Bower et al., 2004b; Green et 
al., 2003; Ross et al., 2001). Inzwischen zeigen jedoch mehrere Arbeiten, dass sich die 
Immunogenität von kodonoptimierten gp120-DNA-Vakzinen nach mC3d3-Fusion eher 
verschlechtert (Bower et al., 2005; Liu et al., 2004). Die vorliegende Studie bestätigte 
diese Arbeiten, die bei gleichzeitigem Einsatz von Kodonoptimierung und C3d-Kopplung 
keine Synergieeffekte bemerkten. Die Fusion von hC3d3 zeigte trotz Kodonoptimierung 
aller beteiligten Sequenzen (Signalpeptide, gp120 und C3d) keinen zusätzlichen 
Adjuvanseffekt auf die humorale Immunantwort von Mäusen oder Kaninchen. In Mäusen 
scheint hC3d3 allerdings einen positiven Einfluss auf die zelluläre Immunantwort zu 
haben, da diese trotz der geringeren Expressions- und Sekretionsraten der 
hC3d3-Fusionsproteine eine ähnliche Höhe erreichte, wie die nicht fusionierter 
gp120-Konstrukte. Eine kürzlich durchgeführte Immunisierungsstudie mit aufgereinigten 
gp120mC3d3-Proteinen weist darauf hin, dass die C3d3-Kopplung an Protein-Vakzinen zu 
erhöhten humoralen Immunantworten führt (Koch et al., 2005). Dies deutet darauf hin, 
dass die Kopplung von C3d durchaus immunstimulatorische Kapazität besitzt, allerdings 
nur, wenn sich weder Expression noch Sekretion limitierend auswirkt, wie es nach Fusion 
dreier C3d-Kassetten der Fall war (siehe D.2.2). Um die immunstimulatorische Funktion 
von C3d zu nutzen, wäre daher die Kopplung von C3d an gp120 im Rahmen einer 
Proteinvakzine oder in Form von VLP sinnvoller. 
Generell waren bisherige Immunantworten, die durch den Einsatz von DNA-Vakzinen 
induziert wurden, zwar in Nagetieren vielversprechend, aber in Primaten und im 
Menschen eher enttäuschend (Bower et al., 2004a; Cebere et al., 2006; MacGregor et al., 
2002; Ross et al., 2001; Tavel et al., 2007; Ulmer et al., 2006). Antikörpervermittelter 
Schutz vor HIV-1 wird nur durch Neutralisation von HIV-1-Virionen erreicht und benötigt 
dementsprechend hohe Antikörpertiter (McMichael, 2006; Pantophlet & Burton, 2006; 
Phogat et al., 2007; Srivastava et al., 2005). Bessere humorale Immunantworten und 
höhere Titer neutralisierender Antikörper können mit Hilfe verschiedener 
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Prime-Boost-Strategien induziert werden (Beddows et al., 2007; Dale et al., 2006; Kent et 
al., 2007; Lu, 2006; Puaux & Michel, 2003). Dabei wird meist eine DNA-Vakzine als Prime 
und ein proteinbasierter Impfstoff als Boost eingesetzt (Buonaguro et al., 2007; Law et al., 
2007; Rasmussen et al., 2006; Rollman et al., 2007; Shu et al., 2007; Wang et al., 2005b). 
Dabei zeigte sich, dass die Neutralisation von HIV-1 am effektivsten ist, wenn gleichzeitig 
gegen verschiedene HIV-1 Proteine Antikörper gebildet werden (Pal et al., 2006; Rollman 
et al., 2004; Rollman et al., 2005; Seaman et al., 2005; Wang et al., 2006c; Zhan et al., 
2003). Virusähnliche Partikel (virus-like particles; VLP) enthalten meist sowohl Gag- als 
auch Env-Antigene und sind daher in der Lage sehr effiziente humorale und zellvermittelte 
Immunantworten zu induzieren (Deml et al., 2005; McBurney et al., 2007; Yao et al., 
2003; Young et al., 2006). 
D.6 Entwicklung eines VLP-basierten Impfstoffs unter 
Einbeziehung des Adjuvans C3d 
Sehr erfolgreiche antivirale Impfstoffe beruhen auf dem Einsatz von attenuierten Viren. 
Attenuierte HI-Viren sind aber als Vakzine nicht geeignet, da sie ein großes Risiko für 
Reversionen, Rekombinationen und Mutationen bergen (Doan et al., 2005). Bisherige 
HIV-1-Impfstoffe induzieren weder hinreichende breit-neutralisierende Antikörpertiter, 
noch ausreichende zytotoxische T-Zell-Antworten gegen Primärisolate und sind daher als 
Vakzine unbrauchbar (Duerr et al., 2006). VLP hingegen sind sicher beim Einsatz in 
Tieren und Menschen und können effizient sowohl humorale als auch zellvermittelte 
Immunantworten gegen mehrere HIV-1-Antigene stimulieren (Buonaguro et al., 2005; 
Hammonds et al., 2005). Weitere Verbesserungen des VLP-Designs durch effektivere 
Proteinproduktion mittels kodonoptimierter Sequenzen oder durch Hinzufügen 
zusätzlicher Immunstimulantien wie z.B. C3d können den Einsatz als HIV-1 Impfstoff 
reformieren. 
D.6.1 Gute Expressionsraten nach transienter Transfektion einzelner VLP-Vakzine-
konstrukte 
Für die vorliegende Studie wurden DNA-basierte VLP generiert, die entweder auf einem 
Plasmid sowohl die Sequenz von syngagIIIB als auch die von gp120, gp140, C3d oder 
Env-C3d-Fusionskonstrukten enthielten, oder pro Plasmid nur für eine der genannten 
Sequenzen kodierten (Übersicht siehe Abbildung C.21). Außer syngagIIIB wurden alle 
Sequenzen über einen linker mit einer Transmembrandomäne verknüpft, um die Proteine 
auf der Membran der VLP zu präsentieren. Zwei verschiedene Transmembrandomänen 
dienten als Verankerungsmöglichkeit: die autologe Transmembrandomäne von HIV-1 Env 
(TMHIV) oder die heterologe des baculoviralen Oberflächenproteins gp64 (TMgp64). Die 
autologe TMHIV wurde mit einem verkürzten zytoplasmatischen Teil verwendet, da dieser 
sonst zu einem verminderten Einbau von Env in die VLP führt (Deml et al., 1997a). Alle 
verwendeten Sequenzen wurden auf den Kodongebrauch von Säugetieren optimiert, um 
eine möglichst starke Proteinexpression zu erhalten. Aus der Literatur ist bekannt, dass 
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die Kodonoptimierung von syngagIIIB (Pr55Gag) zu einer höheren Expression führt und zu 
einer erhöhten Immunantwort (Deml et al., 2001; Kofman et al., 2003; Smith et al., 2004; 
Wagner et al., 2000; zur Megede J. et al., 2000). 
Die in der vorliegenden Studie klonierten DNA-basierten VLP kodierten für zwei 
verschiedene virale Genprodukte (Gag und Env), die sich nach gleichzeitiger Expression 
zu VLP formieren können. Die Konstrukte, die Gag und Env unter der Kontrolle 
verschiedener Promotoren enthielten, führten zu einer effizienten Expression und 
Sekretion virusähnlicher Partikel, und sowohl Gag als auch Env und C3d konnten in fast 
allen Zelllysaten und Überständen nachgewiesen werden (Abbildung C.22).  
Bereits in früheren Studien wurden HIV-VLP ausschließlich mit Pr55Gag hergestellt (Deml 
et al., 2004; Wagner et al., 1994a; Wagner et al., 1996b). Die geringe Expression wurde 
durch Kodonoptimierung von Gag bedeutend erhöht und führte zu stärkeren 
Immunantworten (Bojak et al., 2002; Deml et al., 2001). In der Literatur gibt es Hinweise 
darauf, dass Env eine entscheidende Rolle bei der Induktion von schützenden 
Immunantworten spielt (Amara & Robinson, 2002; Letvin et al., 2004; Srivastava et al., 
2005; Zolla-Pazner, 2004). Für eine erfolgreiche Induktion von humoraler und zellulärer 
Immunantwort scheint allerdings sowohl Gag als auch Env wichtig zu sein (McBurney et 
al., 2007). In Affenstudien zeigte sich, dass durch eine Immunisierung mit Gag allein die 
virale Infektion schlechter kontrolliert wurde als bei Impfstoffen, die auch Env enthielten 
(Amara et al., 2002). Die genauen Mechanismen sind noch ungeklärt, aber es wird davon 
ausgegangen, dass die bessere Viruskontrolle auf Anti-Env basierten humoralen und 
zellulären Immunantworten beruht (McBurney et al., 2007).  
Bei HIV-1-Infektion kommt es erst nach und nach zu einer verstärkten Ausschüttung von 
Env-spezifischen Antikörpern, die konformationsspezifische Epitope erkennen und eine 
höhere Avidität aufweisen. Diese höhere Avidität hat meist eine bessere Neutralisation zur 
Folge, aber die genauen Zusammenhänge sind noch unklar (Bower et al., 2005). Env 
wurde bereits in vielen verschiedenen Impfstudien entweder als Monomer oder in der 
natürlich vorliegenden Form als Trimer eingesetzt (Beddows et al., 2005; Beddows et al., 
2007; Binley et al., 2000; Bower et al., 2004b; Bower et al., 2006; Kim et al., 2005; Li et 
al., 2006; Lu et al., 1995). Neuere Studien weisen daraufhin, dass die Art der Präsentation 
von Env für eine effektive Induktion von Antikörpern und CTL-Antworten wichtig sein 
kann. Grundsätzlich induzierten lösliche Env-Antigene, die intramuskulär immunisiert 
wurden, meist niedrigere Titer an neutralisierenden Antikörpern als Env-Antigene, die auf 
der Oberfläche von Partikeln exprimiert wurden (Hammonds et al., 2005; McBurney et al., 
2007; Stamatos et al., 1998). Dabei zeigen gp140-Trimere, die an Proteoliposome oder 
an VLP-Lipidmembranen gekoppelt sind, eine bessere Immunogenität und können höhere 
neutralisierende Antikörpertiter auslösen (Grundner et al., 2005; McBurney et al., 2007). 
In der vorliegenden Studie wurde für die Konstruktion der VLP das kodonoptimierte 
Konstrukt gp140TM verwendet, da vermutet wird, dass trimerisierte Formen von Env das 
native Env-Trimer besser imitieren und deshalb eine stärkere Immunantwort induzieren 
können als monomeres Env (Barnett et al., 2001; Bower et al., 2004b; Crooks et al., 2007; 
Grundner et al., 2005; Klasse, 2007; Pancera et al., 2005; VanCott et al., 1997; Yang et 
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al., 2000). Für die VLP wurde nicht das Volllängekonstrukt gp160 verwendet, sondern 
gp140TM, da verschiedene Studien belegten, dass eine Verkürzung der 
zytoplasmatischen Domäne von Env in einem höheren Einbau von Env auf der 
Oberfläche der VLP resultiert (Deml et al., 1997a; Devitt et al., 2007; Holtkotte et al., 
2006; Johnston et al., 1993; Yamshchikov et al., 1995; Yao et al., 2000). Die Induktion 
konformationsspezifischer Antikörper durch Env-Trimere korreliert allerdings nicht direkt 
mit der Fähigkeit HI-Viren zu neutralisieren (Bower et al., 2006). Die Bildung hochaffiner 
Antikörper, die durch Fusion mit C3d intensiviert wird, scheint jedoch durchaus Einfluss 
auf die Neutralisierung zu haben. Die höhere Affinität gewährleistet eine bessere 
Absättigung der wichtigen Bindungsstellen des Virus und führt so aufgrund sterischer 
Hinderung zu einer verstärkten Neutralisationsfähigkeit (Bower et al., 2006; Parren et al., 
1998).  
VLP, die sowohl Gag als auch Env beinhalten, wurden bereits in mehreren Studien auf 
ihre Immunogenität untersucht (Buonaguro et al., 2007; Crooks et al., 2007; Deml et al., 
1997b; Deml et al., 2001; Quan et al., 2007; Wagner et al., 1996a; Young et al., 2004). 
Dabei zeigte sich, dass VLP auch ohne zusätzliche Immunstimulantien sehr immunogen 
waren (Deml et al., 2005; Doan et al., 2005; Sailaja et al., 2007). Teilweise konnte dies 
auf die Herstellungsweise der VLP zurückgeführt werden. Bei der Produktion von VLP 
durch Baculoviren beispielsweise verbleibt eine gewisse Anzahl an Baculoviren in der 
aufgereinigten VLP-Fraktion. Diese entfalten eine starke Adjuvanswirkung unabhängig 
von den VLP. Um unerwünschte Adjuvanseffekte auszuschließen, erfolgte die Produktion 
der VLP in der vorliegenden Studie mittels DNA-Transfektion humaner Zellen. Zusätzliche 
Immunogenität soll den Gag-Env-VLP dabei die immunstimulatorische Komponente C3d 
vermitteln.  
DNA-basierte gp120-Impfstoffe beruhen auf der effektiven Expression und Sekretion des 
Immunogens, das nach zusätzlicher Fusion von C3d zu einer verstärkten Stimulation des 
Immunsystems führen soll. Dabei gilt die Regel, dass die Bindung an CD21 desto besser 
ist, je mehr C3d-Proteine an das Antigen gekoppelt werden (Dempsey et al., 1996). Die 
Expressionsrate der DNA-Impfstoffe ist allerdings abhängig von der Länge der 
Konstrukte. Denn je mehr C3d-Kassetten an das Antigen gekoppelt werden, desto länger 
wird die zu transkribierende DNA-Sequenz und desto schlechter wird die Expression 
(Bower et al., 2004b). Die verringerte Expression wirkt sich direkt auf die Immunogenität 
aus, da die Immunantwort unmittelbar von der Antigenmenge abhängt (Bower et al., 
2005). Der Effekt der verminderten Expression kann durch die zusätzliche 
Immunstimulation mit fusioniertem C3d ausgeglichen werden, allerdings wirken sich mehr 
als drei gekoppelte C3d-Proteine kontraproduktiv auf die Immunogenität des Antigens aus 
(Bower et al., 2004b). Die Fusion der C3d-Proteine über Linker-Sequenzen ist nicht 
optimal, da eine völlig freie Beweglichkeit der C3d-Proteine nicht gegeben ist. Im 
Gegensatz zu den DNA-Konstrukten werden bei VLP nur einzelne C3d-Proteine mit einer 
Transmembrandomäne auf der VLP-Membran präsentiert. Die einzelnen C3d-Proteine 
sind dort in direkter Nachbarschaft zu Env und imitieren die natürliche Situation des 
alternativen Komplementwegs (siehe A.2.1). Zudem ist durch die Einzelsequenzen die 
Anzahl der C3d-Proteine nicht mehr limitiert und es ist anzunehmen, dass dies einen 
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positiven Einfluss auf die Immunogenität hat. Um zu überprüfen, ob körpereigenes C3d 
eine bessere Adjuvanswirkung als humanes C3d bei Mäusen hat, wurden VLP mit 
murinem C3d (mC3d) kloniert. Zukünftige Immunisierungsversuche in Mäusen sollen 
Aufschluss darüber geben, ob es beim Einsatz von mC3d zur Bildung C3d-spezifischer 
Antikörper kommt.  
Je größer die Anzahl und die Vielfalt der verwendeten HIV-1 Antigene ist, desto 
umfangreicher und ausführlicher kann die Immunantwort durch die Vakzine induziert 
werden. Die räumliche Trennung der verschiedenen Subtypen (clades) von HIV-1 beginnt 
sich aufgrund intensiverer Reisetätigkeit in allen Gebieten der Erde zu vermischen. Es ist 
daher von Vorteil, wenn Vakzinen Antigene von mehreren Subtypen beinhalten (Cristillo 
et al., 2006; Wang et al., 2006c). Das in dieser Studie verwendete Isolat CN54 aus China 
ist eine Chimäre aus B- und C-clade Anteilen, wobei Env dem C-clade Teil zugerechnet 
werden kann (Su et al., 2000). Um zusätzlich eine B-clade-spezifische Immunantwort zu 
induzieren, wurde für die VLP-Konstrukte ein kodonoptimiertes Gag des Isolats IIIB 
verwendet (Popovic et al., 1984). In früheren Studien wurden bereits Multigen-basierte 
VLP mit unterschiedlichem Erfolg getestet. Die Expression dieser VLP erfolgte dabei von 
einzelnen DNA-Plasmiden. Während in einigen Studien nach VLP-Immunisierung 
hauptsächlich zelluläre Immunantworten nachgewiesen wurden (Amara et al., 2002; 
Ellenberger et al., 2005; Smith et al., 2004; Wagner et al., 1994b; Wyatt et al., 2004), 
konnten im Rahmen anderer Arbeiten sowohl humorale als auch zellvermittelte 
Immunantworten generiert werden (Deml et al., 2005; McBurney et al., 2007; Wagner et 
al., 1998; Yao et al., 2002; Young et al., 2004; Young et al., 2006). Aus der Literatur ist 
bekannt, dass es durch die intensive Aufnahme von VLP in dendritische Zellen und die 
vornehmliche Präsentation über den MHC I Weg zu einer vermehrten Induktion einer 
zellvermittelten Immunantwort kommt (Doan et al., 2005). Das auf der Oberfläche 
verankerte Env-Protein kann zudem die Bindung an den CD4-Rezeptor und an 
Chemokinrezeptoren auf Makrophagen und dendritischen Zellen vermitteln und die 
Aufnahme der VLP fördern (Young et al., 2006). Dies führt wiederum zu einer verstärkten 
MHC I-Präsentation der Antigene und zu einer intensiveren Stimulation der 
Immunantwort. Nach Bindung Env-spezifischer Antikörper kann die Aufnahme der VLP 
auch durch Fc-Rezeptoren auf phagozytischen Zellen erfolgen, die die Präsentation auf 
MHC-II erhöht (Young et al., 2006). Ferner besteht durch die Verankerung von C3d auf 
den VLP die Möglichkeit der Bindung an B-Zellen und FDC. FDC können, wie in D.4.2 
beschrieben, sowohl die Bildung von Antikörpern als auch CTL-Antworten induzieren.  
Um eine größere Variation der Konstrukte zu ermöglichen, wurden nicht nur Plasmide 
kloniert, die sowohl Pr55Gag (syngagIIIB) als auch gp120TM, gp140TM, hC3dTM, mC3dTM 
oder gp120/gp140hC3dTM-Fusionskonstrukte enthielten, sondern auch Plasmide, die 
diese Sequenzen einzeln kodierten (Abbildung C.21). Die erfolgreiche Expression dieser 
Einzelgene wurde im Western Blot nachgewiesen (Abbildung C.23). Diese Konstrukte 
können nach Transfektion von stabilen gp140TM- oder hC3dTM-exprimierenden Zellen 
mit Gag-kodierenden Plasmide eine effektive Sekretion von VLP vermitteln, die eine 
große Anzahl von gp140 bzw. hC3d auf ihrer Oberfläche tragen. 
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D.6.2 Niedrigere hC3d-Expression nach Kotransfektion stabiler gp140-Zellen 
Die Präsentation von gp120, gp140 und hC3d nach transienter Transfektion auf der 
Oberfläche der Zellen war relativ gering (Abbildung C.22 und Abbildung C.23). Die 
Verkürzung des zytoplasmatischen Anteils der Transmembrandomäne von HIV-1 Env, die 
zu einer höheren Dichte auf der Lipiddoppelmembran führen sollte (Devitt et al., 2007; 
Holtkotte et al., 2006), verbesserte die Präsentationsrate nicht wesentlich. Um eine 
größere Anzahl von Env und C3d auf der Oberfläche der VLP zu gewährleisten, wurden 
stabile Zellen generiert. Sie sollten nach stabiler Integration der gp140- oder 
hC3d-Konstrukte eine gute Expression von gp140- beziehungsweise hC3d-Proteinen auf 
ihrer Zelloberfläche zeigen (Übersicht der Konstrukte siehe Abbildung C.24). Es wurden 
sowohl CHO- als auch 293T-Zellen stabil transfiziert. Nach mehrwöchiger Selektion mit 
Hygromycin war bei allen Zellen eine gute und stabile gp140-Expression auf der 
Zelloberfläche nachzuweisen (Abbildung C.25 und Abbildung C.27). Lediglich hC3d wurde 
nur auf der Oberfläche von 293T-Zellen exprimiert (Abbildung C.25 und Abbildung C.26). 
Die Isolierung der genomischen DNA aller stabil transfizierter Zellen mit nachfolgender 
PCR und Sequenzierung dieser PCR-Produkte offenbarte, dass die mit den 
C3d-Konstrukten transfizierten CHO-Zellen die C3d-Sequenz nicht (tpa1hC3dTMHIV) oder 
mit Deletionen (tpa1hC3dTMgp64) enthielten (Abbildung C.28). Die stabilen CHO-Zellen 
wurden daher nicht weiter verwendet. Die hergestellten stabilen 293T-Zellen zeigten eine 
gute Expression der stabil integrierten Transgene gp140TM und hC3dTM (Abbildung 
C.25B und Abbildung C.26) und wiesen keine relevanten Sequenzveränderungen auf. Die 
Expression der stabil integrierten Transgene wurde drei Monate lang untersucht und war 
bis auf die abnehmende Expression der tpa1hC3dTMHIV-Variante in allen 293T-Zelllinien 
unverändert (Daten nicht gezeigt). Aus der Literatur ist bekannt, dass 293T-Zellen leicht 
transfizierbar sind (Zhao et al., 2006). Sie eignen sich daher nach transienter Transfektion 
von syngagIIIB bestens zur Produktion von VLP, die eine hohe Zahl von Env 
beziehungsweise C3d auf ihrer Oberfläche tragen.  
Die Transfektion der stabilen HIVgp140TMHIV-293T-Zelllinie ergab, dass die Expression 
der transient transfizierten hC3d-Konstrukte zwischen 25% hC3d-positiven Zellen bei 
tpa1hC3dTMHIV und 35% hC3d-positiven Zellen bei tpa1hC3dgp120TMgp64 lag (Abbildung 
C.29A). Die vergleichsweise geringe Expression nach transienter Transfektion war 
unerwartet, da diese in nicht stabilen 293T-Zellen Werte von bis zu 90% C3d-positive 
Zellen bei tpa1hC3dTMHIV und bis zu 95% C3d-positive Zellen bei tpa1hC3dgp120TMgp64 
erreichte (Abbildung C.29B). Eine mögliche Erklärung wäre, dass bei beiden Konstrukten, 
sowohl das stabile, wie auch das transient transfizierte, die gewünschten Gene unter 
Kontrolle eines CMV-Promotors standen. Dies kann aufgrund der Verwendung der 
gleichen RNA-Polymerase II und gleicher Transkriptionsfaktoren zur gegenseitigen 
Beeinflussung der Expressionsrate führen (Schambach et al., 2006). Das Konstrukte 
tpa1hC3dgp120TMgp64 zeigte grundsätzlich eine höhere Expression auf der Zelloberfläche 
als das Konstrukt tpa1hC3dTMHIV. Dies könnte entweder an der stabileren mRNA des 
Fusionskonstrukts liegen, oder an der Verwendung der unterschiedlichen Transmembran-
domänen. Die Transmembrandomäne von HIV-1 Env ist unter Umständen nicht so stabil 
Diskussion  124 
 
in der Membran verankert als TMgp64. Die durchschnittliche Transfektionseffizienz 
transient transfizierter Zellen lag bei ca. 40-50% (Daten nicht gezeigt). Nichtsdestotrotz 
zeigte der Versuch, dass es möglich ist VLP herzustellen, die sowohl Env als auch C3d in 
ausreichender Anzahl auf der Oberfläche tragen.  
Mit Hilfe der stabilen Zelllinien lassen sich so unterschiedliche VLP in beliebiger 
Kombination mit einer großen Anzahl Env und C3d auf der Oberfläche generieren. Diese 
VLP können nach ultrazentrifugaler Aufreinigung über ein 20%iges Saccharosekissen 
ohne weitere Adjuvantien immunologisch in Mäusen getestet werden. Weiterführende 
Experimente sollen in jedem Fall erfolgen, um die immunstimulatorische Wirkung von C3d 
in VLP intensiv zu erforschen.  
D.7 Ausblick 
Die in dieser Studie hergestellten kodonoptimierten DNA-Konstrukte wurden intensiv auf 
ihre Expression, Sekretion und Immunogenität getestet. In ähnlichen Studien wurde 
beobachtet, dass die Fusion von hC3d3 Einfluss auf die Reifung der Antikörper hat (Bower 
et al., 2004b; Green et al., 2003; Ross et al., 2000). Um diese Theorie zu bestätigen, 
sollen die gebildeten Antikörper auf ihre Neutralisationseffizienz überprüft werden.  
Zudem konnte gezeigt werden, dass die Verwendung des kondonoptimierten HIV-
Signalpeptids im Vergleich zum tpa-Signalpeptid zu einer verbesserten humoralen und 
zellulären Immunantwort führte (D.4). Um zu überprüfen, ob die Kodonoptimierung oder 
die Sequenz selbst einen Einfluss auf die Proteinsynthese oder die Sekretion hat, soll die 
kodonoptimierte Variante mit einer nicht optimierten HIV-1 Env Signalsequenz des Isolats 
CN54 hinsichtlich ihres in vitro- und in vivo-Verhaltens verglichen werden. 
Nach den DNA-Immunisierungen wiesen die gp120-immunisierten Mäuse eine TH1-
Polarisierung auf (C.5.1.3). Um zu untersuchen, ob sich das Repertoire der IgG-Isotypen 
nach einer Proteingabe ändert, sollen weitere Prime-Boost-Immunisierungen und IgG-
Isotypuntersuchungen durchgeführt werden. 
Nach DNA-Immunisierung von Mäusen wurde die Bildung von Antikörpern gegen das 
verwendete humane C3d beobachtet (siehe C.5.1.4). Diese können zur Bildung 
autoreaktiver Antikörper gegen C3d führen und Autoimmunerkrankungen bedingen (Del 
Nagro et al., 2005). Um dieses Problem zu lösen, wurde bereits eine kodonoptimierte 
murine C3d-Variante (mC3d) kloniert, die mittels Kotransfektion zur Herstellung 
verschiedener VLP benutzt werden kann. Es soll überprüft werden, ob dies auch bei 
Verwendung des autologen mC3ds auf den VLP der Fall ist, auch wenn bisher in anderen 
Studien nach Verwendung von homologem C3d keine autoreaktiven Antikörper 
festgestellt wurden (Green et al., 2003). 
Eine in der Arbeitsgruppe durchgeführte Mausimmunisierungsstudie mit aufgereinigten 
VLP aus 293T-Zellen konnte immunogene Wirkungen der VLP unabhängig von 
Baculoviren nachweisen. Die in dieser Arbeit klonierten VLP-Plasmide sollen daher in 
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verschiedenen Varianten hergestellt und in Mausstudien auf ihre Immunogenität überprüft 
werden. Für die effiziente Produktion der von VLP, die C3d- und gp140-Proteine in großer 
Anzahl auf ihrer Oberfläche präsentieren, eignen sich die in D.6.2 beschriebenen stabilen 
Zelllinien. In den Immunisierungsstudien kann außerdem die unterschiedliche Induktion 
der Immunantworten bei Verwendung der monomeren gp120- und der trimeren 
gp140-Variante untersucht werden. Ferner soll die Bindung der auf den VLP präsentierten 
C3d-Proteine, wie in C.4 beschrieben, verifiziert werden. Darüber hinaus kann mit 
aufgereinigtem Protein die nachfolgend ausgelöste Stimulation der B-Zell-Signalkaskade 
gezeigt werden. 
Wenn sich die Immunisierung mit den in dieser Arbeit generierten VLP-Varianten als 
erfolgreich erweist, können im Weiteren Modifikationen des HIV-1 Hüllproteins Env 
vorgenommen werden. In verschiedenen Studien konnte bereits gezeigt werden, dass 
Veränderungen von Env die Immunantworten erfolgreich verstärken und effektive 
neutralisierende Antikörper auslösen (Barnett et al., 2001; Jeffs et al., 1996; Jeffs et al., 
2002; Koch et al., 2003; Phogat & Wyatt, 2007; Srivastava et al., 2003). So könnten 
Deletionen in Env eingeführt oder durch Mischung verschiedener Clade-Sequenzen 
Env-Varianten generiert werden, die in der Lage sind, Antikörper zu induzieren, die 
mehrere HIV-Varianten binden. 
Die kodonoptimierten gp120-DNA-Konstrukte waren erfolgreich bei der Induktion starker 
humoraler und zellvermittelter Immunantworten (D.4). Fusion von C3d führte zu einer 
verminderten Proteinexpression, die mit niedrigeren Antikörpertitern einherging. Diese 
verminderte Expression kann durch die Herstellung von VLP überwunden werden, da der 
Einsatz einzelner C3d-Kassetten die Expression nicht beeinträchtigt und die Menge an 
produziertem Antigen erhöht wird. C3d sollte daher bei der Konzeption DNA-basierter 
Therapeutika eine geringere Rolle spielen, aber dafür bei der Konstruktion von VLP-
Vakzinen zukünftig eine wichtige Rolle übernehmen. Mittels Kombination 
unterschiedlicher Env-Antigene mit C3d auf der Oberfläche von VLP können so effektive 
Immunantworten gegen Env-Varianten generiert werden.  
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 F Anhang 
F.1 Oligonukleotide 
Sämtliche Oligonukleotidsequenzen sind in 5‘→3‘-Orientierung angegeben. Start- und 
Stopkodons sind unterstrichen und kursiv dargestellt. 
Oligonukleotide zur Klonierung der DNA-Expressionsplasmide 
Name: Sequenz: 
cenvF1 GCGGTACCCGTCTCACCGGGTGGGCAACCTGTGGGTGACCGTGTAC 
cenvF2 GCGGTACCCGTCTCACCGGTCTGTGGGCAACCTGTGGGTGACCGTGTAC 
cenvF3 CGGTACCGTCTCACCGGTCTTATCAAGTTATTGTGGGCAACCTGTGGGTGACCGTGTACTACGGC 
cenvF1_A GCGGTACCCGTCTCAGCGCCGTGGGCAACCTGTGGGTGACCGTGTAC 
cenvB CGGAGCTCGGGCCCCCTCTTCTCCCTCTCCACCACCCT 
tpa_G_hC3d CCAAGCTTCGTCTCCCCGGGCTCCCCTCCTAAAC 
tpa_Stop GCGATATCCTATTAGGGCCCTCTAGACTCGAGGAATTCGGA 
tpa_Nhe GCTAGCATGGATGCAATGAAGCGG 
Oligonukleotide zur Klonierung des pDisplay-Konstrukts 
Name Sequenz 
cenvFXma GCCCCGGGGTGGGCAACCTGTGGGTGACC
cenvBAcc CGGTCGACCCTCTTCTCCCTCTCCACCAC 
Oligonukleotide zur Sequenzierung 
Name Sequenz 
envCN54 
cenv481f ACCGTGGTGAGGGACAGGAAGC 
cenv981f CCAGAACAAGACCATCAAGTTC 
cenv1259f CGGCGGCACCGAGCCCAACGAC 
cenv1350f CATCACCGGCCTGCTGCTGGT 
cenv70r GAACAGGGTGGTGGTGGCGC 
cenv110r CACGCAGGCGTGGGTGGCCCACACG 
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Vektor pcDNA3.1  
741f AAATGTCGTAACAACTCCGC 
T7 Promotor TAATACGACTCACTATAGGG 
BGH rev AAGGCACAGTCGAGG 
1141r TGACACCTACTCAGACAATG 
2001f GCCGCCTCTGCCTCTGAGCT 
3140r GCTTTATTTGTAACCATTATAAGCTGC 
101f GGAGGTCACTGACTAGTG 
Humanes C3d  
hC3d_300r GATGAGGTTGACGGCCAGACT 
hC3d_860f GGCTACCTTTATGGTCTTTCAGGCCCTGG 
Vektor pcDNA3.1luc  
lucfwd GGATGAGGATCGTTTCGC 
Oligonukleotide zur Synthese der Signalsequenz von HIV Env 
Name: Sequenz: 
Leader_A-L1 GCGGTACCGCTAGCATGAGGGTGACCGGCATCCGGAAGAAC
Leader_A-L2 TACCGGCACCTGTGGAGATGGGGCACCATGCTGCTGGGCATG 
Leader_A-L3 CTGATGATCAGCAGCGCCGAGACGAAGCTTGAGCTCGC 
Leader_A-m1 CTCCACAGGTGCCGGTAGTTCTTCCGGATGCCGG 
Leader_A-m2 GCGCTGCTGATCATCAGCATGCCCAGCAGCATG 
Leader_A-pb GCGAGCTCAAGCTTCGTC 
Leader_A-pf GCGGTACCGCTAGCATGA 
Oligonukleotide zur Klonierung der VLP Konstrukte 
Name: Sequenz: 
Humanes C3d 
hC3drev_linkerb GCGAGCTCGGGCCCAGATCCGCCTCCCCCGGACCCGCC 
hC3dfwd GCGGTACCCGTCTCACCGGATGCTGGATGCTGAACGGCTGA 
hC3dfwd_linker GCGATATCGGAAGCGGCGGAGGGGGGTCT 
Murines C3d  
mC3dfwd GCGGTACCCGTCTCACCGGATGCTGGACGGCGAGAGGCTG 
mC3drev_linkerb GCGACCTCGGGCCCGCTTCCGCTTCCTCCGCC 
Transmembran-
domäne HIV 
 
TMbackStop CGGAGCTCGTTTAAACTTCGAATTATCAGTAGCCCTGCCTCACCCTGTT 
TMfwd GCGGTACCGGGCCCGATATCTGGAAGAACCTGTGGAGCTGGTTC 
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Transmembran-
domäne gp64 
 
TMgp64fwd GCGGTACCGGGCCCGATATCACCAGCTTCATGTTCGGCCACGTG 
TMgp64back CGGAGCTCGTTTAAACTTCGAATTATCACCGGTTCCGGATCATGCAGTA 
envCN54  
cenv120BsrGI_1350f CGGGTACCTGTACAAGTACAAGGTGGTGGAGATCAA 
cenv120_F5: GCGGTACCGGGCCCGTGGGCAACCTGTGGGTGACC 
cenv120_Blinker CGGAGCTCGGGCCCGCTGCCTCCCCCCCCAGACCCCCCTCCGCCGCTTCCGATATCCCTCTTCTCC 
cenv120BMCS CGGTTTAAACTTCGAAGATATCGGGCCCCCTCTT 
SyngagIIIB  
SyngagB_fwd CGGGATCCATGGGCGCCAGGGCCAGCGTGCTGA 
SyngagB_rev CGCTCGAGCTATCACTGGCTGCTGGGGTCGTTGCCGAAC 
Signalsequenzen  
HIV_fwd CGGCTAGCCCCGGGATGAGGGTGACCGGCATC 
tpa_fwd CGGCTAGCCCCGGGATGGATGCAATGAAGCGG 
StopMCS CGGTTTAAACTTCGAAGATATCCTATTAGGGCCC 
 
F.2 Sequenzen 
Sequenzen der DNA-Vakzinekonstrukte 
Start- und Stopkodons sind unterstrichen und kursiv dargestellt. Restriktionsschnittstellen 
sind kursiv und rot dargestellt. 
Kodonoptimierte Sequenz tpa1hC3d3 mit MCS: 
1      GCTAGCATGG ATGCAATGAA GCGGGGCCTG TGCTGTGTGC TGCTGCTGTG TGGCGCCGTG 
61     TTCGTGAGCC CTTCCCAGGA AATTCACGCT AGGTTTAGGA GGGGAGCCCG GGAGACGAAG 
121    CTTGGATCCG AATTCCTCGA GTCTAGAGGG CCCGATATCG GAAGCGGCGG AGGGGGGTCT 
181    GGGGGGGGAG GCAGCGGCAG TATGCTGGAT GCTGAACGGC TGAAGCACCT CATTGTGACA 
241    CCTAGTGGAG CCGGGGAGCA GAACATGATT GGGATGACTC CTACTGTGAT CGCTGTCCAT 
301    TACCTGGATG AAACCGAGCA GTGGGAGAAG TTTGGGCTCG AAAAGAGGCA GGGGGCTCTG 
361    GAACTCATCA AAAAGGGGTA TACTCAGCAG CTGGCTTTTA GGCAGCCCTC TAGTGCCTTT 
421    GCCGCTTTCG TGAAGAGAGC CCCTTCAACC TGGCTCACTG CCTATGTCGT GAAAGTCTTT 
481    AGTCTGGCCG TCAACCTCAT CGCTATTGAT TCCCAGGTGC TGTGTGGGGC CGTGAAATGG 
541    CTCATCCTGG AAAAACAGAA ACCCGATGGA GTCTTTCAGG AGGATGCCCC TGTCATCCAC 
601    CAGGAGATGA TTGGAGGACT GCGCAATAAC AACGAGAAAG ATATGGCTCT CACCGCATTT 
661    GTCCTCATTA GCCTGCAGGA AGCCAAGGAC ATTTGTGAAG AGCAGGTCAA CTCCCTCCCC 
721    GGATCAATTA CCAAGGCTGG AGACTTTCTG GAGGCAAACT ACATGAATCT GCAGAGGTCC 
781    TATACCGTGG CAATTGCTGG CTACGCTCTC GCCCAGATGG GGCGGCTCAA GGGACCCCTG 
841    CTCAACAAGT TCCTCACCAC AGCCAAGGAT AAGAATAGAT GGGAGGACCC CGGTAAACAG 
901    CTGTATAACG TCGAAGCTAC CTCTTATGCC CTCCTGGCTC TGCTCCAGCT GAAGGACTTT 
961    GATTTCGTGC CCCCCGTCGT GAGATGGCTG AACGAGCAGC GGTATTACGG AGGGGGCTAT 
1021   GGGAGTACCC AGGCTACCTT TATGGTCTTT CAGGCCCTGG CCCAGTATCA GAAAGATGCC 
1081   CCTGGGTCTG GCGGAGGCGG GTCCGGGGGA GGCGGATCTG GAAGCATGCT GGACGCCGAA 
1141   AGGCTCAAAC ACCTCATTGT GACCCCTAGC GGGGCAGGGG AGCAGAACAT GATTGGAATG 
1201   ACACCCACCG TGATCGCCGT GCATTATCTG GATGAAACCG AGCAGTGGGA AAAGTTCGGG 
1261   CTGGAAAAAC GGCAGGGCGC TCTGGAACTC ATCAAGAAGG GGTATACTCA GCAGCTGGCT 
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1321   TTTCGGCAGC CTTCTTCTGC TTTCGCCGCA TTTGTGAAAA GGGCACCCTC TACCTGGCTC 
1381   ACCGCTTATG TGGTGAAGGT GTTCTCCCTG GCTGTGAACC TCATTGCCAT CGATAGTCAG 
1441   GTGCTGTGTG GCGCCGTGAA ATGGCTCATC CTGGAGAAAC AGAAACCCGA TGGCGTCTTT 
1501   CAGGAAGATG CTCCCGTGAT CCATCAGGAG ATGATTGGAG GACTCCGCAA TAACAACGAG 
1561   AAAGACATGG CCCTCACCGC CTTCGTCCTC ATTAGCCTGC AGGAAGCTAA GGACATTTGT 
1621   GAGGAGCAGG TCAACTCACT CCCAGGCAGC ATTACCAAGG CCGGCGATTT CCTCGAAGCC 
1681   AACTACATGA ATCTGCAGCG CTCTTATACA GTCGCAATCG CCGGATATGC CCTGGCCCAG 
1741   ATGGGCCGGC TCAAGGGACC CCTGCTCAAC AAGTTCCTCA CCACAGCCAA AGATAAGAAT 
1801   CGCTGGGAGG ACCCTGGGAA ACAGCTGTAC AATGTCGAAG CCACCTCTTA CGCTCTCCTG 
1861   GCACTGCTCC AGCTGAAGGA CTTTGATTTC GTCCCCCCCG TGGTGCGCTG GCTGAACGAG 
1921   CAGCGGTATT ACGGCGGAGG CTATGGCTCC ACCCAGGCCA CCTTTATGGT GTTTCAGGCA 
1981   CTCGCACAGT ATCAGAAAGA TGCCCCTGGC AGTGGGGGGG GAGGCTCCGG AGGCGGGGGA 
2041   AGTGGCTCTA TGCTGGACGC CGAAAGGCTC AAACATCTCA TTGTGACCCC CTCCGGGGCA 
2101   GGGGAGCAGA ACATGATTGG AATGACACCC ACCGTGATCG CCGTGCATTA CCTGGACGAA 
2161   ACCGAGCAGT GGGAGAAGTT TGGGCTCGAA AAGCGGCAGG GGGCTCTGGA ACTCATCAAA 
2221   AAGGGGTATA CTCAGCAGCT GGCCTTTCGG CAGCCTTCTT CTGCTTTCGC CGCTTTTGTG 
2281   AAAAGAGCAC CCTCTACATG GCTCACTGCC TATGTCGTGA AAGTCTTTTC CCTCGCCGTG 
2341   AACCTCATCG CTATTGATAG TCAGGTGCTC TGCGGCGCTG TGAAATGGCT CATCCTGGAA 
2401   AAGCAGAAAC CAGACGGCGT GTTCCAGGAA GATGCCCCCG TGATTCATCA GGAGATGATT 
2461   GGCGGACTCC GGAATAACAA TGAAAAAGAC ATGGCCCTCA CCGCCTTTGT CCTCATTAGC 
2521   CTGCAGGAAG CCAAGGACAT TTGTGAGGAA CAGGTCAACA GCCTGCCCGG ATCTATTACT 
2581   AAAGCAGGAG ACTTCCTGGA GGCAAACTAC ATGAATCTGC AGAGATCTTA CACCGTCGCC 
2641   ATTGCTGGGT ATGCCCTGGC CCAGATGGGC CGGCTGAAGG GACCCCTGCT GAACAAGTTT 
2701   CTCACTACCG CCAAGGATAA GAATAGATGG GAGGACCCCG GCAAACAGCT GTATAACGTC 
2761   GAGGCCACCT CTTATGCTCT CCTGGCTCTG CTCCAGCTGA AGGACTTTGA CTTTGTGCCC 
2821   CCCGTGGTGA GATGGCTGAA CGAGCAGCGG TATTACGGGG GAGGATACGG GTCCACCCAG 
2881   GCCACCTTTA TGGTGTTCCA GGCTCTGGCT CAGTATCAGA AAGATGCCCC TTGATAAGTT 
2941   TAAAC 
 
An der Stelle 111 wurde für die BsmBI-Klonierung von gp120 noch ein G mit dem 
Oligonukleotid tpa_G_C3d eingefügt. 
 
Kodonoptimierte Sequenz von Env gp120 Isolat CN54: 
1      GTGGGCAACC TGTGGGTGAC CGTGTACTAC GGCGTGCCCG TGTGGAAGGG CGCCACCACC 
61     ACCCTGTTCT GCGCCAGCGA CGCCAAGGCC TACGACACCG AGGTGCACAA CGTGTGGGCC 
121    ACCCACGCCT GCGTGCCCGC CGACCCCAAC CCCCAGGAGA TGGTGCTGGA GAACGTGACC 
181    GAGAACTTCA ACATGTGGAA GAACGAGATG GTGAACCAGA TGCAGGAGGA CGTCATCAGC 
241    CTGTGGGACC AGAGCCTGAA GCCCTGCGTG AAGCTGACCC CCCTGTGCGT GACCCTGGAG 
301    TGCAGGAACG TGAGCAGCAA CAGCAACGAC ACCTACCACG AGACCTACCA CGAGAGCATG 
361    AAGGAGATGA AGAACTGCAG CTTCAACGCC ACCACCGTGG TGAGGGACAG GAAGCAGACC 
421    GTGTACGCCC TGTTCTACAG GCTGGACATC GTGCCCCTGA CCAAGAAGAA CTACAGCGAG 
481    AACAGCAGCG AGTACTACAG GCTGATCAAC TGCAACACCA GCGCCATCAC CCAGGCCTGC 
541    CCCAAGGTGA CCTTCGACCC CATCCCCATC CACTACTGCA CCCCCGCCGG CTACGCCATC 
601    CTGAAGTGCA ACGACAAGAT CTTCAACGGC ACCGGCCCCT GCCACAACGT GAGCACCGTG 
661    CAGTGCACCC ACGGCATCAA GCCCGTGGTG AGCACCCAGC TGCTGCTGAA CGGCAGCCTG 
721    GCCGAGGGCG AGATCATCAT CAGGAGCGAG AACCTGACCA ACAACGTGAA AACCATCATC 
781    GTGCACCTGA ACCAGAGCGT GGAGATCGTG TGCACCAGGC CCGGCAACAA CACCAGGAAG 
841    AGCATCAGGA TCGGCCCCGG CCAGACCTTC TACGCCACCG GCGACATCAT CGGCGACATC 
901    AGGCAGGCCC ACTGCAACAT CAGCGAGGAC AAGTGGAACG AGACCCTGCA GAGGGTGAGC 
961    AAGAAGCTTG CCGAGCACTT CCAGAACAAG ACCATCAAGT TCGCCAGCAG CAGCGGCGGC 
1021   GACCTGGAGG TGACCACCCA CAGCTTCAAC TGCAGGGGCG AGTTCTTCTA CTGCAACACC 
1081   AGCGGCCTGT TCAACGGCGC CTACACCCCC AACGGCACCA AGAGCAACAG CAGCAGCATC 
1141   ATCACCATCC CCTGCAGGAT CAAGCAGATC ATCAACATGT GGCAGGAGGT GGGCAGGGCC 
1201   ATGTACGCCC CTCCCATCAA GGGCAACATC ACCTGCAAGA GCAACATCAC CGGCCTGCTG 
1261   CTGGTGAGGG ACGGCGGCAC CGAGCCCAAC GACACCGAGA CCTTCAGGCC CGGCGGCGGC 
1321   GACATGAGGA ACAACTGGAG GAGCGAGCTG TACAAGTACA AGGTGGTGGA GATCAAGCCC 
1381   CTGGGCGTGG CCCCCACCAC CACCAAGAGG AGGGTGGTGG AGAGGGAGAA GAGG 
 
 
 
 
Kodonoptimierte HIV-1 Env-Signalsequenz des Isolats CN54: 
1      GCGGTACCGC TAGCATGAGG GTGACCGGCA TCCGGAAGAA CTACCGGCAC CTGTGGAGAT 
61     GGGGCACCAT GCTGCTGGGC ATGCTGATGA TCAGCAGCGC CGAGACGAAG CTTGAGCTCG 
121    C 
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Sequenzen der VLP-Vakzinekonstrukte 
Kodonoptimierte Sequenz von Syngag Isolat IIIB: 
1      ATGGGCGCCA GGGCCAGCGT GCTGAGCGGC GGCGAGCTGG ACAGGTGGGA GAAGATCAGG 
61     CTGAGGCCCG GCGGCAAGAA GAAGTATAAG CTGAAGCACA TCGTGTGGGC CAGCAGGGAG 
121    CTGGAGAGGT TCGCCGTGAA CCCCGGCCTG CTGGAGACCA GCGAGGGCTG CAGGCAGATC 
181    CTGGGCCAGC TGCAGCCCAG CCTGCAGACC GGCAGCGAGG AGCTGAGGAG CCTGTACAAC 
241    ACCGTGGCCA CCCTGTACTG CGTGCACCAG AGGATCGAGA TCAAGGACAC CAAGGAGGCC 
301    CTGGACAAGA TCGAGGAGGA GCAGAACAAG TCCAAGAAGA AGGCCCAGCA GGCCGCCGCC 
361    GACACCGGCC ACAGCAGCCA GGTGAGCCAG AACTACCCCA TCGTGCAGAA CATCCAGGGC 
421    CAGATGGTGC ACCAGGCCAT CAGCCCCAGG ACCCTGAACG CCTGGGTGAA GGTGGTGGAG 
481    GAGAAGGCCT TCAGCCCCGA GGTGATCCCC ATGTTCAGCG CCCTGAGCGA GGGAGCCACC 
541    CCCCAGGACC TGAACACCAT GCTGAACACC GTGGGCGGCC ACCAGGCCGC CATGCAGATG 
601    CTGAAGGAGA CCATCAACGA GGAGGCCGCC GAGTGGGACA GGGTGCACCC CGTGCACGCC 
661    GGCCCCATCG CCCCCGGCCA GATGAGGGAG CCCCGCGGCA GCGACATCGC CGGCACCACC 
721    AGCACCCTGC AGGAGCAGAT CGGCTGGATG ACCAACAACC CCCCCATCCC CGTGGGCGAA 
781    ATCTACAAGA GGTGGATCAT CCTGGGCCTG AACAAGATCG TGAGGATGTA CAGCCCCACC 
841    AGCATCCTGG ATATCAGGCA GGGCCCCAAA GAGCCCTTCA GGGACTACGT GGACAGGTTC 
901    TACAAGACCC TGCGCGCCGA GCAGGCCAGC CAGGAGGTGA AGAACTGGAT GACCGAGACC 
961    CTGCTGGTGC AGAACGCCAA CCCCGACTGC AAGACCATCC TGAAGGCCCT GGGACCCGCC 
1021   GCCACCCTGG AGGAGATGAT GACCGCCTGC CAGGGCGTGG GCGGCCCCGG CCACAAGGCC 
1081   AGGGTGCTGG CCGAGGCCAT GAGCCAGGTG ACCAACACCG CCACCATCAT GATGCAGAGG 
1141   GGCAACTTCA GGAACCAGAG GAAGATGGTG AAGTGCTTCA ACTGCGGCAA GGAGGGCCAC 
1201   ACCGCCAGGA ACTGCCGCGC CCCCAGGAAG AAGGGCTGCT GGAAGTGCGG CAAGGAGGGC 
1261   CACCAGATGA AGGACTGCAC CGAGAGGCAG GCCAACTTCC TGGGCAAGAT CTGGCCCAGC 
1321   TACAAGGGCA GGCCCGGCAA CTTCCTGCAG AGCAGGCCCG AGCCCACCGC CCCCCCCTTC 
1381   CTGCAGAGCA GGCCCGAGCC CACCGCCCCC CCCGAGGAGA GCTTCAGGAG CGGCGTGGAG 
1441   ACCACCACCC CCCCCCAGAA GCAGGAGCCC ATCGACAAGG AGCTGTACCC CCTGACCAGC 
1501   CTGAGGAGCC TGTTCGGCAA CGACCCCAGC AGCCAGTGA 
 
 
 
Kodonoptimierte Sequenz von Env gp140 Isolat CN54: 
1      GTGGGCAACC TGTGGGTGAC CGTGTACTAC GGCGTGCCCG TGTGGAAGGG CGCCACCACC 
61     ACCCTGTTCT GCGCCAGCGA CGCCAAGGCC TACGACACCG AGGTGCACAA CGTGTGGGCC 
121    ACCCACGCCT GCGTGCCCGC CGACCCCAAC CCCCAGGAGA TGGTGCTGGA GAACGTGACC 
181    GAGAACTTCA ACATGTGGAA GAACGAGATG GTGAACCAGA TGCAGGAGGA CGTCATCAGC 
241    CTGTGGGACC AGAGCCTGAA GCCCTGCGTG AAGCTGACCC CCCTGTGCGT GACCCTGGAG 
301    TGCAGGAACG TGAGCAGCAA CAGCAACGAC ACCTACCACG AGACCTACCA CGAGAGCATG 
361    AAGGAGATGA AGAACTGCAG CTTCAACGCC ACCACCGTGG TGAGGGACAG GAAGCAGACC 
421    GTGTACGCCC TGTTCTACAG GCTGGACATC GTGCCCCTGA CCAAGAAGAA CTACAGCGAG 
481    AACAGCAGCG AGTACTACAG GCTGATCAAC TGCAACACCA GCGCCATCAC CCAGGCCTGC 
541    CCCAAGGTGA CCTTCGACCC CATCCCCATC CACTACTGCA CCCCCGCCGG CTACGCCATC 
601    CTGAAGTGCA ACGACAAGAT CTTCAACGGC ACCGGCCCCT GCCACAACGT GAGCACCGTG 
661    CAGTGCACCC ACGGCATCAA GCCCGTGGTG AGCACCCAGC TGCTGCTGAA CGGCAGCCTG 
721    GCCGAGGGCG AGATCATCAT CAGGAGCGAG AACCTGACCA ACAACGTGAA AACCATCATC 
781    GTGCACCTGA ACCAGAGCGT GGAGATCGTG TGCACCAGGC CCGGCAACAA CACCAGGAAG 
841    AGCATCAGGA TCGGCCCCGG CCAGACCTTC TACGCCACCG GCGACATCAT CGGCGACATC 
901    AGGCAGGCCC ACTGCAACAT CAGCGAGGAC AAGTGGAACG AGACCCTGCA GAGGGTGAGC 
961    AAGAAGCTTG CCGAGCACTT CCAGAACAAG ACCATCAAGT TCGCCAGCAG CAGCGGCGGC 
1021   GACCTGGAGG TGACCACCCA CAGCTTCAAC TGCAGGGGCG AGTTCTTCTA CTGCAACACC 
1081   AGCGGCCTGT TCAACGGCGC CTACACCCCC AACGGCACCA AGAGCAACAG CAGCAGCATC 
1141   ATCACCATCC CCTGCAGGAT CAAGCAGATC ATCAACATGT GGCAGGAGGT GGGCAGGGCC 
1201   ATGTACGCCC CTCCCATCAA GGGCAACATC ACCTGCAAGA GCAACATCAC CGGCCTGCTG 
1261   CTGGTGAGGG ACGGCGGCAC CGAGCCCAAC GACACCGAGA CCTTCAGGCC CGGCGGCGGC 
1321   GACATGAGGA ACAACTGGAG GAGCGAGCTG TACAAGTACA AGGTGGTGGA GATCAAGCCC 
1381   CTGGGCGTGG CCCCCACCAC CACCAAGAGG AGGGTGGTGG AGAGGGAGAA GAGGGCCGTG 
1441   GGCATCGGCG CCGTGTTCCT GGGCTTCCTG GGCGTGGCCG GCAGCACCAT GGGCGCCGCC 
1501   AGCATCACCC TGACCGTGCA GGCCAGGCAG CTGCTGAGCG GCATCGTGCA GCAGCAGAGC 
1561   AACCTGCTGA GGGCCATCGA GGCCCAGCAG CACCTGCTGC AGCTGACCGT GTGGGGCATC 
1621   AAGCAGCTGC AGACCAGGGT GCTGGCCATC GAGAGGTACC TGAAGGACCA GCAGCTGCTG 
1681   GGCATCTGGG GCTGCAGCGG CAAGCTGATC TGCACCACCG CCGTGCCCTG GAACAGCAGC 
1741   TGGAGCAACA AGAGCCAGAA GGAGATCTGG GACAACATGA CCTGGATGCA GTGGGACAAG 
1801   GAGATCAGCA ACTACACCAA CACCGTGTAC AGGCTGCTGG AGGAGAGCCA GAACCAGCAG 
1861   GAGAGGAACG AGAAG 
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Kodonoptimierte murine C3d-Sequenz: 
1      ATGCTGGACG GCGAGAGGCT GAAGCACCTG ATCGTGACCC CTGCCGGCTG CGGCGAGCAG 
61     AACATGATCG GCATGACCCC CACCGTGATC GCCGTGCACT ACCTGGACCA GACCGAGCAG 
121    TGGGAGAAGT TCGGCATCGA GAAGAGGCAG GAGGCCCTGG AGCTGATCAA GAAGGGCTAC 
181    ACACAGCAGC TGGCCTTCAA GCAGCCCAGC AGCGCCTACG CCGCCTTCAA CAACAGGCCC 
241    CCCAGCACCT GGCTGACCGC CTACGTGGTG AAGGTGTTCA GCCTGGCCGC CAACCTGATC 
301    GCCATCGACA GCCACGTGCT GTGCGGCGCT GTGAAGTGGC TGATCCTGGA GAAGCAGAAA 
361    CCCGACGGCG TGTTCCAAGA GGACGGCCCC GTGATCCACC AGGAGATGAT CGGCGGCTTC 
421    AGGAACGCCA AGGAAGCCGA CGTGAGCCTG ACAGCCTTCG TGCTGATCGC CCTGCAGGAG 
481    GCCAGGGACA TCTGCGAGGG CCAGGTGAAC AGCCTGCCCG GCAGCATCAA CAAGGCCGGC 
541    GAGTACATCG AGGCCAGCTA CATGAACCTG CAGAGGCCCT ACACCGTGGC CATCGCCGGC 
601    TACGCCCTGG CCCTGATGAA CAAGCTGGAG GAGCCCTACC TGGGCAAGTT CCTGAACACC 
661    GCCAAGGACA GAAACAGATG GGAGGAGCCT GACCAGCAGC TGTACAACGT GGAGGCCACC 
721    TCCTACGCCC TGCTGGCTCT GCTGCTGCTG AAGGACTTCG ACAGCGTGCC CCCCGTGGTG 
781    CGGTGGCTGA ACGAGCAGAG GTACTACGGC GGAGGATACG GCAGCACCCA GGCCACCTTC 
841    ATGGTGTTCC AGGCCCTGGC CCAGTACCAG ACCGACGTGC CTGGCTCTGG CGGCGGAGGA 
901    TCTGGCGGCG GAGGAAGCGG AAGCGGGCCC 
 
 
 
Synthetische Signalsequenz CD5: 
1      ATGGACAGGG CCAAGCTGCT GCTGCTGCTG CTGCTGCTGC TGCTGCCCCA GGCCCAGGCC 
 
 
 
Kodonoptimierte Sequenz der Transmembrandomäne von HIV-1 Env (TMHIV): 
1      TGGAAGAACC TGTGGAGCTG GTTCGACATC ACCAACTGGC TGTGGTACAT CAAGATCTTC 
61     ATCATCATCG TGGGCGGCCT GATCGGCCTG AGGATCATCT TCGCCGTGCT GAGCATCGTG 
121    AACAGGGTGA GGCAGGGCTA CTGA 
 
 
 
Kodonoptimierte Sequenz der Transmembrandomäne von gp64 (TMgp64): 
1      ACCAGCTTCA TGTTCGGCCA CGTGGTGAAC TTCGTGATCA TCCTGATCGT GATCCTGTTC 
61     CTGTACTGCA TGATCCGGAA CCGGTGA 
 
 
 
Linkersequenz 1 zwischen Env gp120/ gp140 und hC3d: 
1      GGAAGCGGCG GAGGGGGGTC TGGGGGGGGA GGCAGCGGCA GT 
 
 
 
Linkersequenz 2 zwischen Env gp120, Env gp140, hC3d, mC3d und den Transmembran-
domänen: 
1      GGGTCTGGCG GAGGCGGGTC CGGGGGAGGC GGATCT 
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Aminosäuresequenzvergleich 
Aminosäuresequenzvergleich von humanem und murinem C3d: 
Übereinstimmende Aminosäuren wurden mit einem Strich gekennzeichnet (-), bei 
Aminosäureaustauschen wurde die jeweilige Aminosäure als Kleinbuchstabe dargestellt. 
Fehlende Aminosäuren sind als Punkt (.) gezeigt. Die murine C3d-Sequenz entspricht 
denjenigen von (Dempsey et al., 1996; Tong et al., 2006)die humane C3d-Sequenz 
derjenigen von (Szakonyi et al., 2001). Die C3d-Sequenz von Kaninchen wurde aus 
(Kusano et al., 1986) entnommen. Die Bindestellen an humanes und murinees CD21 sind 
rot hinterlegt (Hannan et al., 2005; Szakonyi et al., 2001). Fett dargestellte Aminosäuren 
sind an der Formation einer elektronegativen Grube beteiligt (Hannan et al., 2005; 
Szakonyi et al., 2001). 
  
Humanes_C3d   MLDAERLKHLIVTPSGAGEQNMIGMTPTVIAVHYLDETEQ     40 
Murines_C3d   ---g----------a-c-------------------q---     40 
Kaninchen_C3d ai-g---------g--c------a--h---------h---     40 
 
Humanes_C3d   WEKFGLEKRQGALELIKKGYTQQLAFRQPSSAFAAFVKRA     80 
Murines_C3d   -----i----e---------------k-----y---nn-p     80 
Kaninchen_C3d -d--s-----e---------------k--n--y---ln--     80 
 
Humanes_C3d   PSTWLTAYVVKVFSLAVNLIAIDSQVLCGAVKWLILEKQK    120 
Murines_C3d   ----------------a-------h---------------    120 
Kaninchen_C3d -----------------------------------m----    120 
 
Humanes_C3d   PDGVFQEDAPVIHQEMIGGLRNNNEKDMALTAFVLISLQE    160 
Murines_C3d   --------g----------f--ak-a-vs-------a---    160 
Kaninchen_C3d -------------------q--sv--er--------a---    160 
 
Humanes_C3d   AKDICEEQVNSLPGSITKAGDFLEANYMNLQRSYTVAIAG    200 
Murines_C3d   -r----g---------n---eyi--s------p-------    200 
Kaninchen_C3d -re---------aa--n-sr---a--------p-s----a    200 
 
Humanes_C3d   YALAQMGRLKGPLLNKFLTTAKDKNRWEDPGKQLYNVEAT    240 
Murines_C3d   ----l-nk-ee-y-g---n----r----e-dq--------    240 
Kaninchen_C3d --w--qdk-r-af-----sk--e-----e--qr------s    240 
 
Humanes_C3d   SYALLALLQLKDFDFVPPVVRWLNEQRYYGGGYGSTQATF    280 
Murines_C3d   --------l-----s-------------------------    280 
Kaninchen_C3d --------l-r---s-------------------------    280 
 
Humanes_C3d   MVFQALAQYQKD..................              292 
Murines_C3d   ----------t-..................              292 
Kaninchen_C3d -g--------t-..................              292 
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F.3 Sequenzen eukaryontischer Expressionsplasmide 
pcDNA3.1(+)  5428bp 
(Invitrogen, Cat. no: V79020)  
1      GACGGATCGG GAGATCTCCC GATCCCCTAT GGTGCACTCT CAGTACAATC TGCTCTGATG 
61     CCGCATAGTT AAGCCAGTAT CTGCTCCCTG CTTGTGTGTT GGAGGTCGCT GAGTAGTGCG 
121    CGAGCAAAAT TTAAGCTACA ACAAGGCAAG GCTTGACCGA CAATTGCATG AAGAATCTGC 
181    TTAGGGTTAG GCGTTTTGCG CTGCTTCGCG ATGTACGGGC CAGATATACG CGTTGACATT 
241    GATTATTGAC TAGTTATTAA TAGTAATCAA TTACGGGGTC ATTAGTTCAT AGCCCATATA 
301    TGGAGTTCCG CGTTACATAA CTTACGGTAA ATGGCCCGCC TGGCTGACCG CCCAACGACC 
361    CCCGCCCATT GACGTCAATA ATGACGTATG TTCCCATAGT AACGCCAATA GGGACTTTCC 
421    ATTGACGTCA ATGGGTGGAG TATTTACGGT AAACTGCCCA CTTGGCAGTA CATCAAGTGT 
481    ATCATATGCC AAGTACGCCC CCTATTGACG TCAATGACGG TAAATGGCCC GCCTGGCATT 
541    ATGCCCAGTA CATGACCTTA TGGGACTTTC CTACTTGGCA GTACATCTAC GTATTAGTCA 
601    TCGCTATTAC CATGGTGATG CGGTTTTGGC AGTACATCAA TGGGCGTGGA TAGCGGTTTG 
661    ACTCACGGGG ATTTCCAAGT CTCCACCCCA TTGACGTCAA TGGGAGTTTG TTTTGGCACC 
721    AAAATCAACG GGACTTTCCA AAATGTCGTA ACAACTCCGC CCCATTGACG CAAATGGGCG 
781    GTAGGCGTGT ACGGTGGGAG GTCTATATAA GCAGAGCTCT CTGGCTAACT AGAGAACCCA 
841    CTGCTTACTG GCTTATCGAA ATTAATACGA CTCACTATAG GGAGACCCAA GCTGGCTAGC 
901    GTTTAAACTT AAGCTTGGTA CCGAGCTCGG ATCCACTAGT CCAGTGTGGT GGAATTCTGC 
961    AGATATCCAG CACAGTGGCG GCCGCTCGAG TCTAGAGGGC CCGTTTAAAC CCGCTGATCA 
1021   GCCTCGACTG TGCCTTCTAG TTGCCAGCCA TCTGTTGTTT GCCCCTCCCC CGTGCCTTCC 
1081   TTGACCCTGG AAGGTGCCAC TCCCACTGTC CTTTCCTAAT AAAATGAGGA AATTGCATCG 
1141   CATTGTCTGA GTAGGTGTCA TTCTATTCTG GGGGGTGGGG TGGGGCAGGA CAGCAAGGGG 
1201   GAGGATTGGG AAGACAATAG CAGGCATGCT GGGGATGCGG TGGGCTCTAT GGCTTCTGAG 
1261   GCGGAAAGAA CCAGCTGGGG CTCTAGGGGG TATCCCCACG CGCCCTGTAG CGGCGCATTA 
1321   AGCGCGGCGG GTGTGGTGGT TACGCGCAGC GTGACCGCTA CACTTGCCAG CGCCCTAGCG 
1381   CCCGCTCCTT TCGCTTTCTT CCCTTCCTTT CTCGCCACGT TCGCCGGCTT TCCCCGTCAA 
1441   GCTCTAAATC GGGGGCTCCC TTTAGGGTTC CGATTTAGTG CTTTACGGCA CCTCGACCCC 
1501   AAAAAACTTG ATTAGGGTGA TGGTTCACGT AGTGGGCCAT CGCCCTGATA GACGGTTTTT 
1561   CGCCCTTTGA CGTTGGAGTC CACGTTCTTT AATAGTGGAC TCTTGTTCCA AACTGGAACA 
1621   ACACTCAACC CTATCTCGGT CTATTCTTTT GATTTATAAG GGATTTTGCC GATTTCGGCC 
1681   TATTGGTTAA AAAATGAGCT GATTTAACAA AAATTTAACG CGAATTAATT CTGTGGAATG 
1741   TGTGTCAGTT AGGGTGTGGA AAGTCCCCAG GCTCCCCAGC AGGCAGAAGT ATGCAAAGCA 
1801   TGCATCTCAA TTAGTCAGCA ACCAGGTGTG GAAAGTCCCC AGGCTCCCCA GCAGGCAGAA 
1861   GTATGCAAAG CATGCATCTC AATTAGTCAG CAACCATAGT CCCGCCCCTA ACTCCGCCCA 
1921   TCCCGCCCCT AACTCCGCCC AGTTCCGCCC ATTCTCCGCC CCATGGCTGA CTAATTTTTT 
1981   TTATTTATGC AGAGGCCGAG GCCGCCTCTG CCTCTGAGCT ATTCCAGAAG TAGTGAGGAG 
2041   GCTTTTTTGG AGGCCTAGGC TTTTGCAAAA AGCTCCCGGG AGCTTGTATA TCCATTTTCG 
2101   GATCTGATCA AGAGACAGGA TGAGGATCGT TTCGCATGAT TGAACAAGAT GGATTGCACG 
2161   CAGGTTCTCC GGCCGCTTGG GTGGAGAGGC TATTCGGCTA TGACTGGGCA CAACAGACAA 
2221   TCGGCTGCTC TGATGCCGCC GTGTTCCGGC TGTCAGCGCA GGGGCGCCCG GTTCTTTTTG 
2281   TCAAGACCGA CCTGTCCGGT GCCCTGAATG AACTGCAGGA CGAGGCAGCG CGGCTATCGT 
2341   GGCTGGCCAC GACGGGCGTT CCTTGCGCAG CTGTGCTCGA CGTTGTCACT GAAGCGGGAA 
2401   GGGACTGGCT GCTATTGGGC GAAGTGCCGG GGCAGGATCT CCTGTCATCT CACCTTGCTC 
2461   CTGCCGAGAA AGTATCCATC ATGGCTGATG CAATGCGGCG GCTGCATACG CTTGATCCGG 
2521   CTACCTGCCC ATTCGACCAC CAAGCGAAAC ATCGCATCGA GCGAGCACGT ACTCGGATGG 
2581   AAGCCGGTCT TGTCGATCAG GATGATCTGG ACGAAGAGCA TCAGGGGCTC GCGCCAGCCG 
2641   AACTGTTCGC CAGGCTCAAG GCGCGCATGC CCGACGGCGA GGATCTCGTC GTGACCCATG 
2701   GCGATGCCTG CTTGCCGAAT ATCATGGTGG AAAATGGCCG CTTTTCTGGA TTCATCGACT 
2761   GTGGCCGGCT GGGTGTGGCG GACCGCTATC AGGACATAGC GTTGGCTACC CGTGATATTG 
2821   CTGAAGAGCT TGGCGGCGAA TGGGCTGACC GCTTCCTCGT GCTTTACGGT ATCGCCGCTC 
2881   CCGATTCGCA GCGCATCGCC TTCTATCGCC TTCTTGACGA GTTCTTCTGA GCGGGACTCT 
2941   GGGGTTCGAA ATGACCGACC AAGCGACGCC CAACCTGCCA TCACGAGATT TCGATTCCAC 
3001   CGCCGCCTTC TATGAAAGGT TGGGCTTCGG AATCGTTTTC CGGGACGCCG GCTGGATGAT 
3061   CCTCCAGCGC GGGGATCTCA TGCTGGAGTT CTTCGCCCAC CCCAACTTGT TTATTGCAGC 
3121   TTATAATGGT TACAAATAAA GCAATAGCAT CACAAATTTC ACAAATAAAG CATTTTTTTC 
3181   ACTGCATTCT AGTTGTGGTT TGTCCAAACT CATCAATGTA TCTTATCATG TCTGTATACC 
3241   GTCGACCTCT AGCTAGAGCT TGGCGTAATC ATGGTCATAG CTGTTTCCTG TGTGAAATTG 
3301   TTATCCGCTC ACAATTCCAC ACAACATACG AGCCGGAAGC ATAAAGTGTA AAGCCTGGGG 
3361   TGCCTAATGA GTGAGCTAAC TCACATTAAT TGCGTTGCGC TCACTGCCCG CTTTCCAGTC 
3421   GGGAAACCTG TCGTGCCAGC TGCATTAATG AATCGGCCAA CGCGCGGGGA GAGGCGGTTT 
3481   GCGTATTGGG CGCTCTTCCG CTTCCTCGCT CACTGACTCG CTGCGCTCGG TCGTTCGGCT 
3541   GCGGCGAGCG GTATCAGCTC ACTCAAAGGC GGTAATACGG TTATCCACAG AATCAGGGGA 
3601   TAACGCAGGA AAGAACATGT GAGCAAAAGG CCAGCAAAAG GCCAGGAACC GTAAAAAGGC 
3661   CGCGTTGCTG GCGTTTTTCC ATAGGCTCCG CCCCCCTGAC GAGCATCACA AAAATCGACG 
3721   CTCAAGTCAG AGGTGGCGAA ACCCGACAGG ACTATAAAGA TACCAGGCGT TTCCCCCTGG 
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3781   AAGCTCCCTC GTGCGCTCTC CTGTTCCGAC CCTGCCGCTT ACCGGATACC TGTCCGCCTT 
3841   TCTCCCTTCG GGAAGCGTGG CGCTTTCTCA TAGCTCACGC TGTAGGTATC TCAGTTCGGT 
3901   GTAGGTCGTT CGCTCCAAGC TGGGCTGTGT GCACGAACCC CCCGTTCAGC CCGACCGCTG 
3961   CGCCTTATCC GGTAACTATC GTCTTGAGTC CAACCCGGTA AGACACGACT TATCGCCACT 
4021   GGCAGCAGCC ACTGGTAACA GGATTAGCAG AGCGAGGTAT GTAGGCGGTG CTACAGAGTT 
4081   CTTGAAGTGG TGGCCTAACT ACGGCTACAC TAGAAGAACA GTATTTGGTA TCTGCGCTCT 
4141   GCTGAAGCCA GTTACCTTCG GAAAAAGAGT TGGTAGCTCT TGATCCGGCA AACAAACCAC 
4201   CGCTGGTAGC GGTTTTTTTG TTTGCAAGCA GCAGATTACG CGCAGAAAAA AAGGATCTCA 
4261   AGAAGATCCT TTGATCTTTT CTACGGGGTC TGACGCTCAG TGGAACGAAA ACTCACGTTA 
4321   AGGGATTTTG GTCATGAGAT TATCAAAAAG GATCTTCACC TAGATCCTTT TAAATTAAAA 
4381   ATGAAGTTTT AAATCAATCT AAAGTATATA TGAGTAAACT TGGTCTGACA GTTACCAATG 
4441   CTTAATCAGT GAGGCACCTA TCTCAGCGAT CTGTCTATTT CGTTCATCCA TAGTTGCCTG 
4501   ACTCCCCGTC GTGTAGATAA CTACGATACG GGAGGGCTTA CCATCTGGCC CCAGTGCTGC 
4561   AATGATACCG CGAGACCCAC GCTCACCGGC TCCAGATTTA TCAGCAATAA ACCAGCCAGC 
4621   CGGAAGGGCC GAGCGCAGAA GTGGTCCTGC AACTTTATCC GCCTCCATCC AGTCTATTAA 
4681   TTGTTGCCGG GAAGCTAGAG TAAGTAGTTC GCCAGTTAAT AGTTTGCGCA ACGTTGTTGC 
4741   CATTGCTACA GGCATCGTGG TGTCACGCTC GTCGTTTGGT ATGGCTTCAT TCAGCTCCGG 
4801   TTCCCAACGA TCAAGGCGAG TTACATGATC CCCCATGTTG TGCAAAAAAG CGGTTAGCTC 
4861   CTTCGGTCCT CCGATCGTTG TCAGAAGTAA GTTGGCCGCA GTGTTATCAC TCATGGTTAT 
4921   GGCAGCACTG CATAATTCTC TTACTGTCAT GCCATCCGTA AGATGCTTTT CTGTGACTGG 
4981   TGAGTACTCA ACCAAGTCAT TCTGAGAATA GTGTATGCGG CGACCGAGTT GCTCTTGCCC 
5041   GGCGTCAATA CGGGATAATA CCGCGCCACA TAGCAGAACT TTAAAAGTGC TCATCATTGG 
5101   AAAACGTTCT TCGGGGCGAA AACTCTCAAG GATCTTACCG CTGTTGAGAT CCAGTTCGAT 
5161   GTAACCCACT CGTGCACCCA ACTGATCTTC AGCATCTTTT ACTTTCACCA GCGTTTCTGG 
5221   GTGAGCAAAA ACAGGAAGGC AAAATGCCGC AAAAAAGGGA ATAAGGGCGA CACGGAAATG 
5281   TTGAATACTC ATACTCTTCC TTTTTCAATA TTATTGAAGC ATTTATCAGG GTTATTGTCT 
5341   CATGAGCGGA TACATATTTG AATGTATTTA GAAAAATAAA CAAATAGGGG TTCCGCGCAC 
5401   ATTTCCCCGA AAAGTGCCAC CTGACGTC 
 
 
 
pcDNA3.1luc 6286bp  
(Geneart AG) 
1      GACGGATCGG GAGATCTCCC GATCCCCTAT GGTGCACTCT CAGTACAATC TGCTCTGATG 
61     CCGCATAGTT AAGCCAGTAT CTGCTCCCTG CTTGTGTGTT GGAGGTCGCT GAGTAGTGCG 
121    CGAGCAAAAT TTAAGCTACA ACAAGGCAAG GCTTGACCGA CAATTGCATG AAGAATCTGC 
181    TTAGGGTTAG GCGTTTTGCG CTGCTTCGCG ATGTACGGGC CAGATATACG CGTTGACATT 
241    GATTATTGAC TAGTTATTAA TAGTAATCAA TTACGGGGTC ATTAGTTCAT AGCCCATATA 
301    TGGAGTTCCG CGTTACATAA CTTACGGTAA ATGGCCCGCC TGGCTGACCG CCCAACGACC 
361    CCCGCCCATT GACGTCAATA ATGACGTATG TTCCCATAGT AACGCCAATA GGGACTTTCC 
421    ATTGACGTCA ATGGGTGGAG TATTTACGGT AAACTGCCCA CTTGGCAGTA CATCAAGTGT 
481    ATCATATGCC AAGTACGCCC CCTATTGACG TCAATGACGG TAAATGGCCC GCCTGGCATT 
541    ATGCCCAGTA CATGACCTTA TGGGACTTTC CTACTTGGCA GTACATCTAC GTATTAGTCA 
601    TCGCTATTAC CATGGTGATG CGGTTTTGGC AGTACATCAA TGGGCGTGGA TAGCGGTTTG 
661    ACTCACGGGG ATTTCCAAGT CTCCACCCCA TTGACGTCAA TGGGAGTTTG TTTTGGCACC 
721    AAAATCAACG GGACTTTCCA AAATGTCGTA ACAACTCCGC CCCATTGACG CAAATGGGCG 
781    GTAGGCGTGT ACGGTGGGAG GTCTATATAA GCAGAGCTCT CTGGCTAACT AGAGAACCCA 
841    CTGCTTACTG GCTTATCGAA ATTAATACGA CTCACTATAG GGAGACCCAA GCTGGCTAGC 
901    GTTTAAACTT AAGCTTGGTA CCGAGCTCGG ATCCACTAGT CCAGTGTGGT GGAATTCTGC 
961    AGATATCCAG CACAGTGGCG GCCGCTCGAG TCTAGAGGGC CCGTTTAAAC CCGCTGATCA 
1021   GCCTCGACTG TGCCTTCTAG TTGCCAGCCA TCTGTTGTTT GCCCCTCCCC CGTGCCTTCC 
1081   TTGACCCTGG AAGGTGCCAC TCCCACTGTC CTTTCCTAAT AAAATGAGGA AATTGCATCG 
1141   CATTGTCTGA GTAGGTGTCA TTCTATTCTG GGGGGTGGGG TGGGGCAGGA CAGCAAGGGG 
1201   GAGGATTGGG AAGACAATAG CAGGCATGCT GGGGATGCGG TGGGCTCTAT GGCTTCTGAG 
1261   GCGGAAAGAA CCAGCTGGGG CTCTAGGGGG TATCCCCACG CGCCCTGTAG CGGCGCATTA 
1321   AGCGCGGCGG GTGTGGTGGT TACGCGCAGC GTGACCGCTA CACTTGCCAG CGCCCTAGCG 
1381   CCCGCTCCTT TCGCTTTCTT CCCTTCCTTT CTCGCCACGT TCGCCGGCTT TCCCCGTCAA 
1441   GCTCTAAATC GGGGGCTCCC TTTAGGGTTC CGATTTAGTG CTTTACGGCA CCTCGACCCC 
1501   AAAAAACTTG ATTAGGGTGA TGGTTCACGT AGTGGGCCAT CGCCCTGATA GACGGTTTTT 
1561   CGCCCTTTGA CGTTGGAGTC CACGTTCTTT AATAGTGGAC TCTTGTTCCA AACTGGAACA 
1621   ACACTCAACC CTATCTCGGT CTATTCTTTT GATTTATAAG GGATTTTGCC GATTTCGGCC 
1681   TATTGGTTAA AAAATGAGCT GATTTAACAA AAATTTAACG CGAATTAATT CTGTGGAATG 
1741   TGTGTCAGTT AGGGTGTGGA AAGTCCCCAG GCTCCCCAGC AGGCAGAAGT ATGCAAAGCA 
1801   TGCATCTCAA TTAGTCAGCA ACCAGGTGTG GAAAGTCCCC AGGCTCCCCA GCAGGCAGAA 
1861   GTATGCAAAG CATGCATCTC AATTAGTCAG CAACCATAGT CCCGCCCCTA ACTCCGCCCA 
1921   TCCCGCCCCT AACTCCGCCC AGTTCCGCCC ATTCTCCGCC CCATGGCTGA CTAATTTTTT 
1981   TTATTTATGC AGAGGCCGAG GCCGCCTCTG CCTCTGAGCT ATTCCAGAAG TAGTGAGGAG 
2041   GCTTTTTTGG AGGCCTAGGC TTTTGCAAAA AGCTCCCGGG AGCTTGTATA TCCATTTTCG 
2101   GATCTGATCA AGAGACAGGA TGAGGATCGT TTCGCATGGA AGACGCCAAA AACATAAAGA 
2161   AAGGCCCGGC GCCATTCTAT CCTCTAGAGG ATGGAACCGC TGGAGAGCAA CTGCATAAGG 
2221   CTATGAAGAG ATACGCCCTG GTTCCTGGAA CAATTGCTTT TACAGATGCA CATATCGAGG 
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2281   TGAACATCAC GTACGCGGAA TACTTCGAAA TGTCCGTTCG GTTGGCAGAA GCTATGAAAC 
2341   GATATGGGCT GAATACAAAT CACAGAATCG TCGTATGCAG TGAAAACTCT CTTCAATTCT 
2401   TTATGCCGGT GTTGGGCGCG TTATTTATCG GAGTTGCAGT TGCGCCCGCG AACGACATTT 
2461   ATAATGAACG TGAATTGCTC AACAGTATGA ACATTTCGCA GCCTACCGTA GTGTTTGTTT 
2521   CCAAAAAGGG GTTGCAAAAA ATTTTGAACG TGCAAAAAAA ATTACCAATA ATCCAGAAAA 
2581   TTATTATCAT GGATTCTAAA ACGGATTACC AGGGATTTCA GTCGATGTAC ACGTTCGTCA 
2641   CATCTCATCT ACCTCCCGGT TTTAATGAAT ACGATTTTGT ACCAGAGTCC TTTGATCGTG 
2701   ACAAAACAAT TGCACTGATA ATGAATTCCT CTGGATCTAC TGGGTTACCT AAGGGTGTGG 
2761   CCCTTCCGCA TAGAACTGCC TGCGTCAGAT TCTCGCATGC CAGAGATCCT ATTTTTGGCA 
2821   ATCAAATCAT TCCGGATACT GCGATTTTAA GTGTTGTTCC ATTCCATCAC GGTTTTGGAA 
2881   TGTTTACTAC ACTCGGATAT TTGATATGTG GATTTCGAGT CGTCTTAATG TATAGATTTG 
2941   AAGAAGAGCT GTTTTTACGA TCCCTTCAGG ATTACAAAAT TCAAAGTGCG TTGCTAGTAC 
3001   CAACCCTATT TTCATTCTTC GCCAAAAGCA CTCTGATTGA CAAATACGAT TTATCTAATT 
3061   TACACGAAAT TGCTTCTGGG GGCGCACCTC TTTCGAAAGA AGTCGGGGAA GCGGTTGCAA 
3121   AACGCTTCCA TCTTCCAGGG ATACGACAAG GATATGGGCT CACTGAGACT ACATCAGCTA 
3181   TTCTGATTAC ACCCGAGGGG GATGATAAAC CGGGCGCGGT CGGTAAAGTT GTTCCATTTT 
3241   TTGAAGCGAA GGTTGTGGAT CTGGATACCG GGAAAACGCT GGGCGTTAAT CAGAGAGGCG 
3301   AATTATGTGT CAGAGGACCT ATGATTATGT CCGGTTATGT AAACAATCCG GAAGCGACCA 
3361   ACGCCTTGAT TGACAAGGAT GGATGGCTAC ATTCTGGAGA CATAGCTTAC TGGGACGAAG 
3421   ACGAACACTT CTTCATAGTT GACCGCTTGA AGTCTTTAAT TAAATACAAA GGATATCAGG 
3481   TGGCCCCCGC TGAATTGGAA TCGATATTGT TACAACACCC CAACATCTTC GACGCGGGCG 
3541   TGGCAGGTCT TCCCGACGAT GACGCCGGTG AACTTCCCGC CGCCGTTGTT GTTTTGGAGC 
3601   ACGGAAAGAC GATGACGGAA AAAGAGATCG TGGATTACGT CGCCAGTCAA GTAACAACCG 
3661   CGAAAAAGTT GCGCGGAGGA GTTGTGTTTG TGGACGAAGT ACCGAAAGGT CTTACCGGAA 
3721   AACTCGACGC AAGAAAAATC AGAGAGATCC TCATAAAGGC CAAGAAGGGC GGAAAGTCCA 
3781   AATTGTAAGC GGGACTCTGG GGTTCGAAAT GACCGACCAA GCGACGCCCA ACCTGCCATC 
3841   ACGAGATTTC GATTCCACCG CCGCCTTCTA TGAAAGGTTG GGCTTCGGAA TCGTTTTCCG 
3901   GGACGCCGGC TGGATGATCC TCCAGCGCGG GGATCTCATG CTGGAGTTCT TCGCCCACCC 
3961   CAACTTGTTT ATTGCAGCTT ATAATGGTTA CAAATAAAGC AATAGCATCA CAAATTTCAC 
4021   AAATAAAGCA TTTTTTTCAC TGCATTCTAG TTGTGGTTTG TCCAAACTCA TCAATGTATC 
4081   TTATCATGTC TGTATACCGT CGACCTCTAG CTAGAGCTTG GCGTAATCAT GGTCATAGCT 
4141   GTTTCCTGTG TGAAATTGTT ATCCGCTCAC AATTCCACAC AACATACGAG CCGGAAGCAT 
4201   AAAGTGTAAA GCCTGGGGTG CCTAATGAGT GAGCTAACTC ACATTAATTG CGTTGCGCTC 
4261   ACTGCCCGCT TTCCAGTCGG GAAACCTGTC GTGCCAGCTG CATTAATGAA TCGGCCAACG 
4321   CGCGGGGAGA GGCGGTTTGC GTATTGGGCG CTCTTCCGCT TCCTCGCTCA CTGACTCGCT 
4381   GCGCTCGGTC GTTCGGCTGC GGCGAGCGGT ATCAGCTCAC TCAAAGGCGG TAATACGGTT 
4441   ATCCACAGAA TCAGGGGATA ACGCAGGAAA GAACATGTGA GCAAAAGGCC AGCAAAAGGC 
4501   CAGGAACCGT AAAAAGGCCG CGTTGCTGGC GTTTTTCCAT AGGCTCCGCC CCCCTGACGA 
4561   GCATCACAAA AATCGACGCT CAAGTCAGAG GTGGCGAAAC CCGACAGGAC TATAAAGATA 
4621   CCAGGCGTTT CCCCCTGGAA GCTCCCTCGT GCGCTCTCCT GTTCCGACCC TGCCGCTTAC 
4681   CGGATACCTG TCCGCCTTTC TCCCTTCGGG AAGCGTGGCG CTTTCTCATA GCTCACGCTG 
4741   TAGGTATCTC AGTTCGGTGT AGGTCGTTCG CTCCAAGCTG GGCTGTGTGC ACGAACCCCC 
4801   CGTTCAGCCC GACCGCTGCG CCTTATCCGG TAACTATCGT CTTGAGTCCA ACCCGGTAAG 
4861   ACACGACTTA TCGCCACTGG CAGCAGCCAC TGGTAACAGG ATTAGCAGAG CGAGGTATGT 
4921   AGGCGGTGCT ACAGAGTTCT TGAAGTGGTG GCCTAACTAC GGCTACACTA GAAGAACAGT 
4981   ATTTGGTATC TGCGCTCTGC TGAAGCCAGT TACCTTCGGA AAAAGAGTTG GTAGCTCTTG 
5041   ATCCGGCAAA CAAACCACCG CTGGTAGCGG TTTTTTTGTT TGCAAGCAGC AGATTACGCG 
5101   CAGAAAAAAA GGATCTCAAG AAGATCCTTT GATCTTTTCT ACGGGGTCTG ACGCTCAGTG 
5161   GAACGAAAAC TCACGTTAAG GGATTTTGGT CATGAGATTA TCAAAAAGGA TCTTCACCTA 
5221   GATCCTTTTA AATTAAAAAT GAAGTTTTAA ATCAATCTAA AGTATATATG AGTAAACTTG 
5281   GTCTGACAGT TACCAATGCT TAATCAGTGA GGCACCTATC TCAGCGATCT GTCTATTTCG 
5341   TTCATCCATA GTTGCCTGAC TCCCCGTCGT GTAGATAACT ACGATACGGG AGGGCTTACC 
5401   ATCTGGCCCC AGTGCTGCAA TGATACCGCG AGACCCACGC TCACCGGCTC CAGATTTATC 
5461   AGCAATAAAC CAGCCAGCCG GAAGGGCCGA GCGCAGAAGT GGTCCTGCAA CTTTATCCGC 
5521   CTCCATCCAG TCTATTAATT GTTGCCGGGA AGCTAGAGTA AGTAGTTCGC CAGTTAATAG 
5581   TTTGCGCAAC GTTGTTGCCA TTGCTACAGG CATCGTGGTG TCACGCTCGT CGTTTGGTAT 
5641   GGCTTCATTC AGCTCCGGTT CCCAACGATC AAGGCGAGTT ACATGATCCC CCATGTTGTG 
5701   CAAAAAAGCG GTTAGCTCCT TCGGTCCTCC GATCGTTGTC AGAAGTAAGT TGGCCGCAGT 
5761   GTTATCACTC ATGGTTATGG CAGCACTGCA TAATTCTCTT ACTGTCATGC CATCCGTAAG 
5821   ATGCTTTTCT GTGACTGGTG AGTACTCAAC CAAGTCATTC TGAGAATAGT GTATGCGGCG 
5881   ACCGAGTTGC TCTTGCCCGG CGTCAATACG GGATAATACC GCGCCACATA GCAGAACTTT 
5941   AAAAGTGCTC ATCATTGGAA AACGTTCTTC GGGGCGAAAA CTCTCAAGGA TCTTACCGCT 
6001   GTTGAGATCC AGTTCGATGT AACCCACTCG TGCACCCAAC TGATCTTCAG CATCTTTTAC 
6061   TTTCACCAGC GTTTCTGGGT GAGCAAAAAC AGGAAGGCAA AATGCCGCAA AAAAGGGAAT 
6121   AAGGGCGACA CGGAAATGTT GAATACTCAT ACTCTTCCTT TTTCAATATT ATTGAAGCAT 
6181   TTATCAGGGT TATTGTCTCA TGAGCGGATA CATATTTGAA TGTATTTAGA AAAATAAACA 
6241   AATAGGGGTT CCGCGCACAT TTCCCCGAAA AGTGCCACCT GACGTC 
 
Das anstelle des Neomycingens eingefügte Luciferasegen ist grau unterlegt. 
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pDisplay  5325bp 
(Invitrogen, Cat. no: V66020) 
1      GCGCGCGTTG ACATTGATTA TTGACTAGTT ATTAATAGTA ATCAATTACG GGGTCATTAG 
61     TTCATAGCCC ATATATGGAG TTCCGCGTTA CATAACTTAC GGTAAATGGC CCGCCTGGCT 
121    GACCGCCCAA CGACCCCCGC CCATTGACGT CAATAATGAC GTATGTTCCC ATAGTAACGC 
181    CAATAGGGAC TTTCCATTGA CGTCAATGGG TGGACTATTT ACGGTAAACT GCCCACTTGG 
241    CAGTACATCA AGTGTATCAT ATGCCAAGTA CGCCCCCTAT TGACGTCAAT GACGGTAAAT 
301    GGCCCGCCTG GCATTATGCC CAGTACATGA CCTTATGGGA CTTTCCTACT TGGCAGTACA 
361    TCTACGTATT AGTCATCGCT ATTACCATGG TGATGCGGTT TTGGCAGTAC ATCAATGGGC 
421    GTGGATAGCG GTTTGACTCA CGGGGATTTC CAAGTCTCCA CCCCATTGAC GTCAATGGGA 
481    GTTTGTTTTG GCACCAAAAT CAACGGGACT TTCCAAAATG TCGTAACAAC TCCGCCCCAT 
541    TGACGCAAAT GGGCGGTAGG CGTGTACGGT GGGAGGTCTA TATAAGCAGA GCTCTCTGGC 
601    TAACTAGAGA ACCCACTGCT TACTGGCTTA TCGAAATTAA TACGACTCAC TATAGGGAGA 
661    CCCAAGCTTG GTACCGAGCT CGGATCCACT AGTAACGGCC GCCAGTGTGC TGGAATTCGG 
721    CTTGGGGATA TCCACCATGG AGACAGACAC ACTCCTGCTA TGGGTACTGC TGCTCTGGGT 
781    TCCAGGTTCC ACTGGTGACT ATCCATATGA TGTTCCAGAT TATGCTGGGG CCCAGCCGGC 
841    CAGATCTCCC GGGATCCGCG GCTGCAGGTC GACGAACAAA AACTCATCTC AGAAGAGGAT 
901    CTGAATGCTG TGGGCCAGGA CACGCAGGAG GTCATCGTGG TGCCACACTC CTTGCCCTTT 
961    AAGGTGGTGG TGATCTCAGC CATCCTGGCC CTGGTGGTGC TCACCATCAT CTCCCTTATC 
1021   ATCCTCATCA TGCTTTGGCA GAAGAAGCCA CGTTAGGCGG CCGCTCGAGA TCAGCCTCGA 
1081   CTGTGCCTTC TAGTTGCCAG CCATCTGTTG TTTGCCCCTC CCCCGTGCCT TCCTTGACCC 
1141   TGGAAGGTGC CACTCCCACT GTCCTTTCCT AATAAAATGA GGAAATTGCA TCGCATTGTC 
1201   TGAGTAGGTG TCATTCTATT CTGGGGGGTG GGGTGGGGCA GGACAGCAAG GGGGAGGATT 
1261   GGGAAGACAA TAGCAGGCAT GCTGGGGATG CGGTGGGCTC TATGGCTTCT GAGGCGGAAA 
1321   GAACCAGTGG CGGTAATACG GTTATCCACA GAATCAGGGG ATAACGCAGG AAAGAACATG 
1381   TGAGCAAAAG GCCAGCAAAA GGCCAGGAAC CGTAAAAAGG CCGCGTTGCT GGCGTTTTTC 
1441   CATAGGCTCC GCCCCCCTGA CGAGCATCAC AAAAATCGAC GCTCAAGTCA GAGGTGGCGA 
1501   AACCCGACAG GACTATAAAG ATACCAGGCG TTTCCCCCTG GAAGCTCCCT CGTGCGCTCT 
1561   CCTGTTCCGA CCCTGCCGCT TACCGGATAC CTGTCCGCCT TTCTCCCTTC GGGAAGCGTG 
1621   GCGCTTTCTC ATAGCTCACG CTGTAGGTAT CTCAGTTCGG TGTAGGTCGT TCGCTCCAAG 
1681   CTGGGCTGTG TGCACGAACC CCCCGTTCAG CCCGACCGCT GCGCCTTATC CGGTAACTAT 
1741   CGTCTTGAGT CCAACCCGGT AAGACACGAC TTATCGCCAC TGGCAGCAGC CACTGGTAAC 
1801   AGGATTAGCA GAGCGAGGTA TGTAGGCGGT GCTACAGAGT TCTTGAAGTG GTGGCCTAAC 
1861   TACGGCTACA CTAGAAGGAC AGTATTTGGT ATCTGCGCTC TGCTGAAGCC AGTTACCTTC 
1921   GGAAAAAGAG TTGGTAGCTC TTGATCCGGC AAACAAACCA CCGCTGGTAG CGGTGGTTTT 
1981   TTTGTTTGCA AGCAGCAGAT TACGCGCAGA AAAAAAGGAT CTCAAGAAGA TCCTTTGATC 
2041   TTTTCTACGG GGTCTGACGC TCAGTGGAAC GAAAACTCAC GTTAAGGGAT TTTGGTCATG 
2101   AGATTATCAA AAAGGATCTT CACCTAGATC CTTTTAAATT AAAAATGAAG TTTTAAATCA 
2161   ATCTAAAGTA TATATGAGTA ACCTGAGGCT ATGGCAGGGC CTGCCGCCCC GACGTTGGCT 
2221   GCGAGCCCTG GGCCTTCACC CGAACTTGGG GGGTGGGGTG GGGAAAAGGA AGAAACGCGG 
2281   GCGTATTGGC CCCAATGGGG TCTCGGTGGG GTATCGACAG AGTGCCAGCC CTGGGACCGA 
2341   ACCCCGCGTT TATGAACAAA CGACCCAACA CCGTGCGTTT TATTCTGTCT TTTTATTGCC 
2401   GTCATAGCGC GGGTTCCTTC CGGTATTGTC TCCTTCCGTG TTTCAGTTAG CCTCCCCCTA 
2461   GGGTGGGCGA AGAACTCCAG CATGAGATCC CCGCGCTGGA GGATCATCCA GCCGGCGTCC 
2521   CGGAAAACGA TTCCGAAGCC CAACCTTTCA TAGAAGGCGG CGGTGGAATC GAAATCTCGT 
2581   GATGGCAGGT TGGGCGTCGC TTGGTCGGTC ATTTCGAACC CCAGAGTCCC GCTCAGAAGA 
2641   ACTCGTCAAG AAGGCGATAG AAGGCGATGC GCTGCGAATC GGGAGCGGCG ATACCGTAAA 
2701   GCACGAGGAA GCGGTCAGCC CATTCGCCGC CAAGCTCTTC AGCAATATCA CGGGTAGCCA 
2761   ACGCTATGTC CTGATAGCGG TCCGCCACAC CCAGCCGGCC ACAGTCGATG AATCCAGAAA 
2821   AGCGGCCATT TTCCACCATG ATATTCGGCA AGCAGGCATC GCCATGGGTC ACGACGAGAT 
2881   CCTCGCCGTC GGGCATGCTC GCCTTGAGCC TGGCGAACAG TTCGGCTGGC GCGAGCCCCT 
2941   GATGCTCTTG ATCATCCTGA TCGACAAGAC CGGCTTCCAT CCGAGTACGT GCTCGCTCGA 
3001   TGCGATGTTT CGCTTGGTGG TCGAATGGGC AGGTAGCCGG ATCAAGCGTA TGCAGCCGCC 
3061   GCATTGCATC AGCCATGATG GATACTTTCT CGGCAGGAGC AAGGTGAGAT GACAGGAGAT 
3121   CCTGCCCCGG CACTTCGCCC AATAGCAGCC AGTCCCTTCC CGCTTCAGTG ACAACGTCGA 
3181   GCACAGCTGC GCAAGGAACG CCCGTCGTGG CCAGCCACGA TAGCCGCGCT GCCTCGTCTT 
3241   GCAGTTCATT CAGGGCACCG GACAGGTCGG TCTTGACAAA AAGAACCGGG CGCCCCTGCG 
3301   CTGACAGCCG GAACACGGCG GCATCAGAGC AGCCGATTGT CTGTTGTGCC CAGTCATAGC 
3361   CGAATAGCCT CTCCACCCAA GCGGCCGGAG AACCTGCGTG CAATCCATCT TGTTCAATCA 
3421   TGCGAAACGA TCCTCATCCT GTCTCTTGAT CGATCTTTGC AAAAGCCTAG GCCTCCAAAA 
3481   AAGCCTCCTC ACTACTTCTG GAATAGCTCA GAGGCCGAGG AGGCGGCCTC GGCCTCTGCA 
3541   TAAATAAAAA AAATTAGTCA GCCATGGGGC GGAGAATGGG CGGAACTGGG CGGAGTTAGG 
3601   GGCGGGATGG GCGGAGTTAG GGGCGGGACT ATGGTTGCTG ACTAATTGAG ATGCATGCTT 
3661   TGCATACTTC TGCCTGCTGG GGAGCCTGGG GACTTTCCAC ACCTGGTTGC TGACTAATTG 
3721   AGATGCATGC TTTGCATACT TCTGCCTGCT GGGGAGCCTG GGGACTTTCC ACACCCTAAC 
3781   TGACACACAT TCCACAGCTG GTTCTTTCCG CCTCAGGACT CTTCCTTTTT CAATAAATCA 
3841   ATCTAAAGTA TATATGAGTA AACTTGGTCT GACAGTTACC AATGCTTAAT CAGTGAGGCA 
3901   CCTATCTCAG CGATCTGTCT ATTTCGTTCA TCCATAGTTG CCTGACTCCC CGTCGTGTAG 
3961   ATAACTACGA TACGGGAGGG CTTACCATCT GGCCCCAGTG CTGCAATGAT ACCGCGAGAC 
4021   CCACGCTCAC CGGCTCCAGA TTTATCAGCA ATAAACCAGC CAGCCGGAAG GGCCGAGCGC 
4081   AGAAGTGGTC CTGCAACTTT ATCCGCCTCC ATCCAGTCTA TTAATTGTTG CCGGGAAGCT 
Anhang  177 
 
4141   AGAGTAAGTA GTTCGCCAGT TAATAGTTTG CGCAACGTTG TTGCCATTGC TACAGGCATC 
4201   GTGGTGTCAC GCTCGTCGTT TGGTATGGCT TCATTCAGCT CCGGTTCCCA ACGATCAAGG 
4261   CGAGTTACAT GATCCCCCAT GTTGTGCAAA AAAGCGGTTA GCTCCTTCGG TCCTCCGATC 
4321   GTTGTCAGAA GTAAGTTGGC CGCAGTGTTA TCACTCATGG TTATGGCAGC ACTGCATAAT 
4381   TCTCTTACTG TCATGCCATC CGTAAGATGC TTTTCTGTGA CTGGTGAGTA CTCAACCAAG 
4441   TCATTCTGAG AATAGTGTAT GCGGCGACCG AGTTGCTCTT GCCCGGCGTC AATACGGGAT 
4501   AATACCGCGC CACATAGCAG AACTTTAAAA GTGCTCATCA TTGGAAAACG TTCTTCGGGG 
4561   CGAAAACTCT CAAGGATCTT ACCGCTGTTG AGATCCAGTT CGATGTAACC CACTCGTGCA 
4621   CCCAACTGAT CTTCAGCATC TTTTACTTTC ACCAGCGTTT CTGGGTGAGC AAAAACAGGA 
4681   AGGCAAAATG CCGCAAAAAA GGGAATAAGG GCGACACGGA AATGTTGAAT ACTCATACTC 
4741   TTCCTTTTTC AATATTATTG AAGCATTTAT CAGGGTTATT GTCTCATGAG CGGATACATA 
4801   TTTGAATGTA TTTAGAAAAA TAAACAAATA GGGGTTCCGC GCACATTTCC CCGAAAAGTG 
4861   CCACCTGACG CGCCCTGTAG CGGCGCATTA AGCGCGGCGG GTGTGGTGGT TACGCGCAGC 
4921   GTGACCGCTA CACTTGCCAG CGCCCTAGCG CCCGCTCCTT TCGCTTTCTT CCCTTCCTTT 
4981   CTCGCCACGT TCGCCGGCTT TCCCCGTCAA GCTCTAAATC GGGGGCTCCC TTTAGGGTTC 
5041   CGATTTAGTG CTTTACGGCA CCTCGACCCC AAAAAACTTG ATTAGGGTGA TGGTTCACGT 
5101   AGTGGGCCAT CGCCCTGATA GACGGTTTTT CGCCCTTTGA CGTTGGAGTC CACGTTCTTT 
5161   AATAGTGGAC TCTTGTTCCA AACTGGAACA ACACTCAACC CTATCTCGGT CTATTCTTTT 
5221   GATTTATAAG GGATTTTGCC GATTTCGGCC TATTGGTTAA AAAATGAGCT GATTTAACAA 
5281   AAATTTAACG CGAATTTTAA CAAAATATTA ACGCTTACAA TTTAC 
 
 
 
pcDNA5/FRT  5070bp  
(Invitrogen, Cat. no: V6010-20) 
1      GACGGATCGG GAGATCTCCC GATCCCCTAT GGTGCACTCT CAGTACAATC TGCTCTGATG 
61     CCGCATAGTT AAGCCAGTAT CTGCTCCCTG CTTGTGTGTT GGAGGTCGCT GAGTAGTGCG 
121    CGAGCAAAAT TTAAGCTACA ACAAGGCAAG GCTTGACCGA CAATTGCATG AAGAATCTGC 
181    TTAGGGTTAG GCGTTTTGCG CTGCTTCGCG ATGTACGGGC CAGATATACG CGTTGACATT 
241    GATTATTGAC TAGTTATTAA TAGTAATCAA TTACGGGGTC ATTAGTTCAT AGCCCATATA 
301    TGGAGTTCCG CGTTACATAA CTTACGGTAA ATGGCCCGCC TGGCTGACCG CCCAACGACC 
361    CCCGCCCATT GACGTCAATA ATGACGTATG TTCCCATAGT AACGCCAATA GGGACTTTCC 
421    ATTGACGTCA ATGGGTGGAG TATTTACGGT AAACTGCCCA CTTGGCAGTA CATCAAGTGT 
481    ATCATATGCC AAGTACGCCC CCTATTGACG TCAATGACGG TAAATGGCCC GCCTGGCATT 
541    ATGCCCAGTA CATGACCTTA TGGGACTTTC CTACTTGGCA GTACATCTAC GTATTAGTCA 
601    TCGCTATTAC CATGGTGATG CGGTTTTGGC AGTACATCAA TGGGCGTGGA TAGCGGTTTG 
661    ACTCACGGGG ATTTCCAAGT CTCCACCCCA TTGACGTCAA TGGGAGTTTG TTTTGGCACC 
721    AAAATCAACG GGACTTTCCA AAATGTCGTA ACAACTCCGC CCCATTGACG CAAATGGGCG 
781    GTAGGCGTGT ACGGTGGGAG GTCTATATAA GCAGAGCTCT CTGGCTAACT AGAGAACCCA 
841    CTGCTTACTG GCTTATCGAA ATTAATACGA CTCACTATAG GGAGACCCAA GCTGGCTAGC 
901    GTTTAAACTT AAGCTTGGTA CCGAGCTCGG ATCCACTAGT CCAGTGTGGT GGAATTCTGC 
961    AGATATCCAG CACAGTGGCG GCCGCTCGAG TCTAGAGGGC CCGTTTAAAC CCGCTGATCA 
1021   GCCTCGACTG TGCCTTCTAG TTGCCAGCCA TCTGTTGTTT GCCCCTCCCC CGTGCCTTCC 
1081   TTGACCCTGG AAGGTGCCAC TCCCACTGTC CTTTCCTAAT AAAATGAGGA AATTGCATCG 
1141   CATTGTCTGA GTAGGTGTCA TTCTATTCTG GGGGGTGGGG TGGGGCAGGA CAGCAAGGGG 
1201   GAGGATTGGG AAGACAATAG CAGGCATGCT GGGGATGCGG TGGGCTCTAT GGCTTCTGAG 
1261   GCGGAAAGAA CCAGCTGGGG CTCTAGGGGG TATCCCCACG CGCCCTGTAG CGGCGCATTA 
1321   AGCGCGGCGG GTGTGGTGGT TACGCGCAGC GTGACCGCTA CACTTGCCAG CGCCCTAGCG 
1381   CCCGCTCCTT TCGCTTTCTT CCCTTCCTTT CTCGCCACGT TCGCCGGCTT TCCCCGTCAA 
1441   GCTCTAAATC GGGGGCTCCC TTTAGGGTTC CGATTTAGTG CTTTACGGCA CCTCGACCCC 
1501   AAAAAACTTG ATTAGGGTGA TGGTTCACGT ACCTAGAAGT TCCTATTCCG AAGTTCCTAT 
1561   TCTCTAGAAA GTATAGGAAC TTCCTTGGCC AAAAAGCCTG AACTCACCGC GACGTCTGTC 
1621   GAGAAGTTTC TGATCGAAAA GTTCGACAGC GTCTCCGACC TGATGCAGCT CTCGGAGGGC 
1681   GAAGAATCTC GTGCTTTCAG CTTCGATGTA GGAGGGCGTG GATATGTCCT GCGGGTAAAT 
1741   AGCTGCGCCG ATGGTTTCTA CAAAGATCGT TATGTTTATC GGCACTTTGC ATCGGCCGCG 
1801   CTCCCGATTC CGGAAGTGCT TGACATTGGG GAATTCAGCG AGAGCCTGAC CTATTGCATC 
1861   TCCCGCCGTG CACAGGGTGT CACGTTGCAA GACCTGCCTG AAACCGAACT GCCCGCTGTT 
1921   CTGCAGCCGG TCGCGGAGGC CATGGATGCG ATCGCTGCGG CCGATCTTAG CCAGACGAGC 
1981   GGGTTCGGCC CATTCGGACC GCAAGGAATC GGTCAATACA CTACATGGCG TGATTTCATA 
2041   TGCGCGATTG CTGATCCCCA TGTGTATCAC TGGCAAACTG TGATGGACGA CACCGTCAGT 
2101   GCGTCCGTCG CGCAGGCTCT CGATGAGCTG ATGCTTTGGG CCGAGGACTG CCCCGAAGTC 
2161   CGGCACCTCG TGCACGCGGA TTTCGGCTCC AACAATGTCC TGACGGACAA TGGCCGCATA 
2221   ACAGCGGTCA TTGACTGGAG CGAGGCGATG TTCGGGGATT CCCAATACGA GGTCGCCAAC 
2281   ATCTTCTTCT GGAGGCCGTG GTTGGCTTGT ATGGAGCAGC AGACGCGCTA CTTCGAGCGG 
2341   AGGCATCCGG AGCTTGCAGG ATCGCCGCGG CTCCGGGCGT ATATGCTCCG CATTGGTCTT 
2401   GACCAACTCT ATCAGAGCTT GGTTGACGGC AATTTCGATG ATGCAGCTTG GGCGCAGGGT 
2461   CGATGCGACG CAATCGTCCG ATCCGGAGCC GGGACTGTCG GGCGTACACA AATCGCCCGC 
2521   AGAAGCGCGG CCGTCTGGAC CGATGGCTGT GTAGAAGTAC TCGCCGATAG TGGAAACCGA 
2581   CGCCCCAGCA CTCGTCCGAG GGCAAAGGAA TAGCACGTAC TACGAGATTT CGATTCCACC 
2641   GCCGCCTTCT ATGAAAGGTT GGGCTTCGGA ATCGTTTTCC GGGACGCCGG CTGGATGATC 
2701   CTCCAGCGCG GGGATCTCAT GCTGGAGTTC TTCGCCCACC CCAACTTGTT TATTGCAGCT 
Anhang  178 
 
2761   TATAATGGTT ACAAATAAAG CAATAGCATC ACAAATTTCA CAAATAAAGC ATTTTTTTCA 
2821   CTGCATTCTA GTTGTGGTTT GTCCAAACTC ATCAATGTAT CTTATCATGT CTGTATACCG 
2881   TCGACCTCTA GCTAGAGCTT GGCGTAATCA TGGTCATAGC TGTTTCCTGT GTGAAATTGT 
2941   TATCCGCTCA CAATTCCACA CAACATACGA GCCGGAAGCA TAAAGTGTAA AGCCTGGGGT 
3001   GCCTAATGAG TGAGCTAACT CACATTAATT GCGTTGCGCT CACTGCCCGC TTTCCAGTCG 
3061   GGAAACCTGT CGTGCCAGCT GCATTAATGA ATCGGCCAAC GCGCGGGGAG AGGCGGTTTG 
3121   CGTATTGGGC GCTCTTCCGC TTCCTCGCTC ACTGACTCGC TGCGCTCGGT CGTTCGGCTG 
3181   CGGCGAGCGG TATCAGCTCA CTCAAAGGCG GTAATACGGT TATCCACAGA ATCAGGGGAT 
3241   AACGCAGGAA AGAACATGTG AGCAAAAGGC CAGCAAAAGG CCAGGAACCG TAAAAAGGCC 
3301   GCGTTGCTGG CGTTTTTCCA TAGGCTCCGC CCCCCTGACG AGCATCACAA AAATCGACGC 
3361   TCAAGTCAGA GGTGGCGAAA CCCGACAGGA CTATAAAGAT ACCAGGCGTT TCCCCCTGGA 
3421   AGCTCCCTCG TGCGCTCTCC TGTTCCGACC CTGCCGCTTA CCGGATACCT GTCCGCCTTT 
3481   CTCCCTTCGG GAAGCGTGGC GCTTTCTCAT AGCTCACGCT GTAGGTATCT CAGTTCGGTG 
3541   TAGGTCGTTC GCTCCAAGCT GGGCTGTGTG CACGAACCCC CCGTTCAGCC CGACCGCTGC 
3601   GCCTTATCCG GTAACTATCG TCTTGAGTCC AACCCGGTAA GACACGACTT ATCGCCACTG 
3661   GCAGCAGCCA CTGGTAACAG GATTAGCAGA GCGAGGTATG TAGGCGGTGC TACAGAGTTC 
3721   TTGAAGTGGT GGCCTAACTA CGGCTACACT AGAAGGACAG TATTTGGTAT CTGCGCTCTG 
3781   CTGAAGCCAG TTACCTTCGG AAAAAGAGTT GGTAGCTCTT GATCCGGCAA ACAAACCACC 
3841   GCTGGTAGCG GTGGTTTTTT TGTTTGCAAG CAGCAGATTA CGCGCAGAAA AAAAGGATCT 
3901   CAAGAAGATC CTTTGATCTT TTCTACGGGG TCTGACGCTC AGTGGAACGA AAACTCACGT 
3961   TAAGGGATTT TGGTCATGAG ATTATCAAAA AGGATCTTCA CCTAGATCCT TTTAAATTAA 
4021   AAATGAAGTT TTAAATCAAT CTAAAGTATA TATGAGTAAA CTTGGTCTGA CAGTTACCAA 
4081   TGCTTAATCA GTGAGGCACC TATCTCAGCG ATCTGTCTAT TTCGTTCATC CATAGTTGCC 
4141   TGACTCCCCG TCGTGTAGAT AACTACGATA CGGGAGGGCT TACCATCTGG CCCCAGTGCT 
4201   GCAATGATAC CGCGAGACCC ACGCTCACCG GCTCCAGATT TATCAGCAAT AAACCAGCCA 
4261   GCCGGAAGGG CCGAGCGCAG AAGTGGTCCT GCAACTTTAT CCGCCTCCAT CCAGTCTATT 
4321   AATTGTTGCC GGGAAGCTAG AGTAAGTAGT TCGCCAGTTA ATAGTTTGCG CAACGTTGTT 
4381   GCCATTGCTA CAGGCATCGT GGTGTCACGC TCGTCGTTTG GTATGGCTTC ATTCAGCTCC 
4441   GGTTCCCAAC GATCAAGGCG AGTTACATGA TCCCCCATGT TGTGCAAAAA AGCGGTTAGC 
4501   TCCTTCGGTC CTCCGATCGT TGTCAGAAGT AAGTTGGCCG CAGTGTTATC ACTCATGGTT 
4561   ATGGCAGCAC TGCATAATTC TCTTACTGTC ATGCCATCCG TAAGATGCTT TTCTGTGACT 
4621   GGTGAGTACT CAACCAAGTC ATTCTGAGAA TAGTGTATGC GGCGACCGAG TTGCTCTTGC 
4681   CCGGCGTCAA TACGGGATAA TACCGCGCCA CATAGCAGAA CTTTAAAAGT GCTCATCATT 
4741   GGAAAACGTT CTTCGGGGCG AAAACTCTCA AGGATCTTAC CGCTGTTGAG ATCCAGTTCG 
4801   ATGTAACCCA CTCGTGCACC CAACTGATCT TCAGCATCTT TTACTTTCAC CAGCGTTTCT 
4861   GGGTGAGCAA AAACAGGAAG GCAAAATGCC GCAAAAAAGG GAATAAGGGC GACACGGAAA 
4921   TGTTGAATAC TCATACTCTT CCTTTTTCAA TATTATTGAA GCATTTATCA GGGTTATTGT 
4981   CTCATGAGCG GATACATATT TGAATGTATT TAGAAAAATA AACAAATAGG GGTTCCGCGC 
5041   ACATTTCCCC GAAAAGTGCC ACCTGACGTC 
 
 
 
pOG44 5785bp  
(Invitrogen Cat. no: V6005-20) 
1      CCGCGGTCTT TCGGACTTTT GAAAGTGATG GTGGTGGGGG AAGGATTCGA ACCTTCGAAG 
61     TCGATGACGG CAGATTTAGA GTCTGCTCCC TGCTTGTGTG TTGGAGGTCG CTGAGTAGTG 
121    CGCGAGCAAA ATTTAAGCTA CAACAAGGCA AGGCTTGACC GACAATTGCA TGAAGAATCT 
181    GCTTAGGGTT AGGCGTTTTG CGCTGCTTCG CGATGTACGG GCCAGATATA CGCGTTGACA 
241    TTGATTATTG ACTAGTTATT AATAGTAATC AATTACGGGG TCATTAGTTC ATAGCCCATA 
301    TATGGAGTTC CGCGTTACAT AACTTACGGT AAATGGCCCG CCTGGCTGAC CGCCCAACGA 
361    CCCCCGCCCA TTGACGTCAA TAATGACGTA TGTTCCCATA GTAACGCCAA TAGGGACTTT 
421    CCATTGACGT CAATGGGTGG AGTATTTACG GTAAACTGCC CACTTGGCAG TACATCAAGT 
481    GTATCATATG CCAAGTACGC CCCCTATTGA CGTCAATGAC GGTAAATGGC CCGCCTGGCA 
541    TTATGCCCAG TACATGACCT TATGGGACTT TCCTACTTGG CAGTACATCT ACGTATTAGT 
601    CATCGCTATT ACCATGGTGA TGCGGTTTTG GCAGTACATC AATGGGCGTG GATAGCGGTT 
661    TGACTCACGG GGATTTCCAA GTCTCCACCC CATTGACGTC AATGGGAGTT TGTTTTGGCA 
721    CCAAAATCAA CGGGACTTTC CAAAATGTCG TAACAACTCC GCCCCATTGA CGCAAATGGG 
781    CGGTAGGCGT GTACGGTGGG AGGTCTATAT AAGCAGAGCT CTCTGGCTAA CTAGAGAACC 
841    CACTGCTTAC TGGCTTATCG AAATTAATAC GACTCACTAT AGGGAGACCC AAGCTTCTAG 
901    AATTCGCTGT CTGCGAGGGC CAGCTGTTGG GGTGAGTACT CCCTCTCAAA AGCGGGCATG 
961    ACTTCTGCGC TAAGATTGTC AGTTTCCAAA AACGAGGAGG ATTTGATATT CACCTGGCCC 
1021   GCGGTGATGC CTTTGAGGGT GGCCGCGTCC ATCTGGTCAG AAAAGACAAT CTTTTTGTTG 
1081   TCAAGCTTGA GGTGTGGCAG GCTTGAGATC TGGCCATACA CTTGAGTGAC AATGACATCC 
1141   ACTTTGCCTT TCTCTCCACA GGTGTCCACT CCCAGGTCCA ACTGCAGCCC AAGCTTCCAC 
1201   CATGCCACAA TTTGATATAT TATGTAAAAC ACCACCTAAG GTGCTTGTTC GTCAGTTTGT 
1261   GGAAAGGTTT GAAAGACCTT CAGGTGAGAA AATAGCATTA TGTGCTGCTG AACTAACCTA 
1321   TTTATGTTGG ATGATTACAC ATAACGGAAC AGCAATCAAG AGAGCCACAT TCATGAGCTA 
1381   TAATACTATC ATAAGCAATT CGCTGAGTTT GGATATTGTC AACAAGTCAC TGCAGTTTAA 
1441   ATACAAGACG CAAAAAGCAA CAATTCTGGA AGCCTCATTA AAGAAATTGA TTCCTGCTTG 
1501   GGAATTTACA ATTATTCCTT ACTATGGACA AAAACATCAA TCTGATATCA CTGATATTGT 
1561   AAGTAGTTTG CAATTACAGT TCGAATCATC GGAAGAAGCA GATAAGGGAA ATAGCCACAG 
Anhang  179 
 
1621   TAAAAAAATG CTTAAAGCAC TTCTAAGTGA GGGTGAAAGC ATCTGGGAGA TCACTGAGAA 
1681   AATACTAAAT TCGTTTGAGT ATACTTCGAG ATTTACAAAA ACAAAAACTT TATACCAATT 
1741   CCTCTTCCTA GCTACTTTCA TCAATTGTGG AAGATTCAGC GATATTAAGA ACGTTGATCC 
1801   GAAATCATTT AAATTAGTCC AAAATAAGTA TCTGGGAGTA ATAATCCAGT GTTTAGTGAC 
1861   AGAGACAAAG ACAAGCGTTA GTAGGCACAT ATACTTCTTT AGCGCAAGGG GTAGGATCGA 
1921   TCCACTTGTA TATTTGGATG AATTTTTGAG GAATTCTGAA CCAGTCCTAA AACGAGTAAA 
1981   TAGGACCGGC AATTCTTCAA GCAACAAGCA GGAATACCAA TTATTAAAAG ATAACTTAGT 
2041   CAGATCGTAC AACAAAGCTT TGAAGAAAAA TGCGCCTTAT TCAATCTTTG CTATAAAAAA 
2101   TGGCCCAAAA TCTCACATTG GAAGACATTT GATGACCTCA TTTCTTTCAA TGAAGGGCCT 
2161   AACGGAGTTG ACTAATGTTG TGGGAAATTG GAGCGATAAG CGTGCTTCTG CCGTGGCCAG 
2221   GACAACGTAT ACTCATCAGA TAACAGCAAT ACCTGATCAC TACTTCGCAC TAGTTTCTCG 
2281   GTACTATGCA TATGATCCAA TATCAAAGGA AATGATAGCA TTGAAGGATG AGACTAATCC 
2341   AATTGAGGAG TGGCAGCATA TAGAACAGCT AAAGGGTAGT GCTGAAGGAA GCATACGATA 
2401   CCCCGCATGG AATGGGATAA TATCACAGGA GGTACTAGAC TACCTTTCAT CCTACATAAA 
2461   TAGACGCATA TAAGTACGCA TTTAAGCATA AACACGCACT ATGCCGTTCT TCTCATGTAT 
2521   ATATATATAC AGGCAACACG CAGATATAGG TGCGACGTGA ACAGTGAGCT GTATGTGCGG 
2581   GTACCGAGCT CCTCGAGGAT CAGACATGAT AAGATACATT GATGAGTTTG GACAAACCAC 
2641   AACTAGAATG CAGTGAAAAA AATGCTTTAT TTGTGAAATT TGTGATGCTA TTGCTTTATT 
2701   TGTAACCATT ATAAGCTGCA ATAAACAAGT TATCCTCGAG GAGCTCATGA GCGCTTGTTT 
2761   CGGCGTGGGT ATGGTGGCAG GCCCGTGGCC GGGGGACTGT TGGGCGCCAT CTCCTTGCAT 
2821   GCACCATTCC TTGCGGCGGC GGTGCTCAAC GGCCTCAACC TACTACTGGG CTGCTTCCTA 
2881   ATGCAGGAGT CGCATAAGGG AGAGCGTCGA CCTCGAGGGG GGGCCCGGTA CCCAGCTTTT 
2941   GTTCCCTTTA GTGAGGGTTA ATTGCGCGCT TGGCGTAATC ATGGTCATAG CTGTTTCCTG 
3001   TGTGAAATTG TTATCCGCTC ACAATTCCAC ACAACATACG AGCCGGGAGC ATAAAGTGTA 
3061   AAGCCTGGGG TGCCTAATGA GTGAGCTAAC TCACATTAAT TGCGTTGCGC TCACTGCCCG 
3121   CTTTCCAGTC GGGAAACCTG TCGTGCCAGC TGCATTAATG AATCGGCCAA CGCGCGGGGA 
3181   GAGGCGGTTT GCGTATTGGG CGCTCTTCCG CTTCCTCGCT CACTGACTCG CTGCGCTCGG 
3241   TCGTTCGGCT GCGGCGAGCG GTATCAGCTC ACTCAAAGGC GGTAATACGG TTATCCACAG 
3301   AATCAGGGGA TAACGCAGGA AAGAACATGT GAGCAAAAGG CCAGCAAAAG GCCAGGAACC 
3361   GTAAAAAGGC CGCGTTGCTG GCGTTTTTCC ATAGGCTCCG CCCCCCTGAC GAGCATCACA 
3421   AAAATCGACG CTCAAGTCAG AGGTGGCGAA ACCCGACAGG ACTATAAAGA TACCAGGCGT 
3481   TTCCCCCTGG AAGCTCCCTC GTGCGCTCTC CTGTTCCGAC CCTGCCGCTT ACCGGATACC 
3541   TGTCCGCCTT TCTCTTCGGG AAGCGTGGCG CTTTCTCATA GCTCACGCTG TAGGTATCTC 
3601   AGTTCGGTGT AGGTCGTTCG CTCCAAGCTG GGCTGTGTGC ACGAACCCCC CGTTCAGCCC 
3661   GACCCTGCGC CTTATCCGGT AACTATCGTC TTGAGTCCAA CCCGGTAAGA CACGACTTAT 
3721   CGCCACTGGC AGCAGCCACT GGTAACAGGA TTAGCAGAGC GAGGTATGTA GGCGGTGCTA 
3781   CAGAGTTCTT GAAGTGGTGG CCTAACTACG GCTACACTAG AAGAACAGTA TTTGGTATCT 
3841   GCGCTCTGCT GAAGCCAGTT ACTTCGGAAA AAGAGTTGGT AGCTCTTGAT CCGGCAAACA 
3901   AACCGCTGGT AGCGGTGGTT TTTTTGTTTG CAAGCAGCAG ATTACGCGCA GAAAAAAAGG 
3961   ATCTCAAGAA GATCCTTTGA TCTTTTCTAC GGGGTCTGAC GCTCAGTGGA ACGAAAACTC 
4021   ACGTTAAGGG ATTTTGGTCA TGAGATTATC AAAAAGGATC TTCACCTAGA TCCTTTTAAA 
4081   TTAAAAATGA AGTTTTAAAT CAATCTAAAG TATATATGAG TAAACTTGGT CTGACAGTTA 
4141   CCAATGCTTA ATCAGTGAGG CACCTATCTC AGCGATCTGT CTATTTCGTT CATCCATAGT 
4201   TGCCTGACTC CCCGTCGTGT AGATAACTAC GATACGGGAG GGCTTACCAT CTGGCCCCAG 
4261   TGCTGCAATG ATACCGCGAG ACCCACGCTC ACCGGCTCCA GATTTATCAG CAATAAACCA 
4321   GCCAGCCGGA AGGGCCGAGC GCAGAAGTGG TCCTGCAACT TTATCCGCCT CCATCCAGTC 
4381   TATTAATTGT TGCCGGGAAG CTAGAGTAAG TAGTTCGCCA GTTAATAGTT TGCGCAACGT 
4441   TGTTGCCATT GCTACAGGCA TCGTGGTGTC ACGCTCGTCG TTTGGTATGG CTTCATTCAG 
4501   CTCCGGTTCC CAACGATCAA GGCGAGTTAC ATGATCCCCC ATGTTGTGCA AAAAAGCGGT 
4561   TAGCTCCTTC GGTCCTCCGA TCGTTGTCAG AAGTAAGTTG GCCGCAGTGT TATCACTCAT 
4621   GGTTATGGCA GCACTGCATA ATTCTCTTAC TGTCATGCCA TCCGTAAGAT GCTTTTCTGT 
4681   GACTGGTGAG TACTCAACCA AGTCATTCTG AGAATAGTGT ATGCGGCGAC CGAGTTGCTC 
4741   TTGCCCGGCG TCAATACGGG ATAATACCGC GCCACATAGC AGAACTTTAA AAGTGCTCAT 
4801   CATTGGAAAA CGTTCTTCGG GGCGAAAACT CTCAAGGATC TTACCGCTGT TGAGATCCAG 
4861   TTCGATGTAA CCCACTCGTG CACCCAACTG ATCTTCAGCA TCTTTTACTT TCACCAGCGT 
4921   TTCTGGGTGA GCAAAAACAG GAAGGCAAAA TGCCGCAAAA AAGGGAATAA GGGCGACACG 
4981   GAAATGTTGA ATACTCATAC TCTTCCTTTT TCAATATTAT TGAAGCATTT ATCAGGGTTA 
5041   TTGTCTCATG AGCGGATACA TATTTGAATG TATTTAGAAA AATAAACAAA TAGGGGTTCC 
5101   GCGCACATTT CCCCGAAAAG TGCCACTAAA TTGTAAGCGT TAATATTTTG TTAAAATTCG 
5161   CGTTAAATTT TTGTTAAATC AGCTCATTTT TTAACCAATA GGCCGAAATC GGCAAAATCC 
5221   CTTATAAATC AAAAGAATAG ACCGAGATAG GGTTGAGTGT TGTTCCAGTT TGGAACAAGA 
5281   GTCCACTATT AAAGAACGTG GACTCCAACG TCAAAGGGCG AAAAACCGTC TATCAGGGCG 
5341   ATGGCCCACT ACGTGAACCA TCACCCTAAT CAAGTTTTTT GGGGTCGAGG TGCCGTAAAG 
5401   CACTAAATCG GAACCCTAAA GGGAGCCCCC GATTTAGAGC TTGACGGGGA AAGCCGGCGA 
5461   ACGTGGCGAG AAAGGAAGGG AAGAAAGCGA AAGGAGCGGG CGCTAGGGCG CTGGCAAGTG 
5521   TAGCGGTCAC GCTGCGCGTA ACCACCACAC CCGCCGCGCT TAATGCGCCG CTACAGGGCG 
5581   CGTCCCATTC GCCATTCAGG CTGCGCAACT GTTGGGAAGG GCGATCGGTG CGGGCCTCTT 
5641   CGCTATTACG CCAGCTGGCG AAAGGGGGAT GTGCTGCAAG GCGATTAAGT TGGGTAACGC 
5701   CAGGGTTTTC CCAGTCACGA CGTTGTAAAA CGACGGCCAG TGAGCGCGCG TAATACGACT 
5761   CACTATAGGG CGAATTGGAG CTCCA 
 
 Abkürzungsverzeichnis 
α Anti- 
A Ampère 
aa amino acid, Aminosäure 
acc no Genbank accession number 
ADCC Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity;   
 Antikörpervermittelte Zytotoxizität 
AIDS Acquired immune deficiency syndrome;    
 Erworbenes Immunschwächesyndrom 
AP alkalische Phosphatase 
APC antigen presenting cells; Antigenpräsentierende Zellen 
ATP Adenosin-5´-triphosphat 
 
BCIP 5-Bromo-4-Chlor-3-Indolylphosphat 
BCR B-cell receptor; B-Zell Rezeptor 
BFA Brefeldin A 
BGH bovine growth hormone 
bp Basenpaar 
BSA bovine serume albumine; Bovines Serumalbumin 
BVDV Bovine Diarrhoe Virus Typ II  
bzw. beziehungsweise 
 
°C Grad Celsius 
ca. circa 
CA Capsid 
Ca2+ Calciumion 
CaP Calciumphosphat 
Cat.no Katalognummer 
CD Oberflächenmarker; Cluster of differentiation 
CFA Complete Freund´s Adjuvans 
CHO Chinese hamster ovaries 
CII Kollagen Typ II 
cm Zentimeter 
CR complement receptor; Komplementrezeptor 
CsCl Cäsiumchlorid 
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CSP Zirkumsporozoitenprotein des Malariaerregers 
CTB /-H Choleratoxin B / Choleratoxin B Holotoxin 
CTL Cytotoxic T-lymphocytes, zytotoxische T-Zellen 
 
d Desoxy- 
Da Dalton 
dam- Methylierungsdefekt in E.coli (dam-Methylase) 
DC dendritische Zelle 
dcm- Methylierungsdefekt in E.coli (dcm-Methylase) 
DMEM Dulbecco’s Modifiziertes Eagle Medium 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA deoxyribonucleic acic; Desoxyribonukleinsäure 
dNTPs Desoxyribonukleosidtriphosphate 
ds doppelsträngig 
DT Diphterietoxin B 
 
E. coli  Escherichia coli 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay 
ELISPOT Enzyme Linked Immuno Spot Technique 
Env envelope; Genabschnitt, der für die viralen Hüllproteine 
 kodiert 
ER endoplasmatisches Retikulum 
et al. und andere 
 
FACS fluorescence activated cell sorting; , 
 Fluoreszenzaktivierte Zellsortierung 
FDC follicular dendritic cells; follikuläre dendritische Zellen 
FKS Fötales Kälberserum 
FRT Flp recombination target 
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fwd forward, vorwärts 
 
× g -fache Erdbeschleunigung, g entspricht 9,81 m/s2 
g Gramm 
Gag group specific antigen; Genabschnitt, der für die viralen 
 Strukturproteine kodiert 
GC germinal centers;  Keimzentren 
GFP green fluorescent protein 
gp Glykoprotein 
 
h Stunde oder human 
H Wasserstoff 
H2Odest destilliertes Wasser 
HA Hämagglutinin 
HBV Hepatitis-B-Virus 
hC3d humanes C3d 
hCGβ human chorionic gonadotropin β 
hCMV humanes Cytomegalievirus 
HeBs HEPES buffered saline 
HEL Hen egg lysozyme 
HIV humane immune deficiency virus;    
 Humanes Immundefizienzvirus 
HPLC High Performance Liquid Chromatography; 
 Hochleistungsflüssigkeitschromatographie 
HRP Horseradish peroxidase; Meerrettichperoxidase  
 
i.m. intramuskulär 
IFN Interferon 
Ig Immunglobulin 
IL Interleukin 
IN Integrase 
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Iono Ionomycin 
 
k kilo (103) 
 
l Liter 
lacZ β-Galaktosidasegen 
LB Luria-Bertani (Medium) 
LPS Lipopolysaccharid, Polysaccharid in der Zellwand 
 gramnegativer Bakterien 
LTR long terminal repeats 
luc Luciferase 
 
m milli (10-3) oder murin  
µ mikro (10-6) 
M Molar 
MA Matrix 
MAC membrane attac complex; Membranangriffskomplex 
MACS Magnetic Cell Separation; Magnetische Zellsortierung 
MALT  mucosa-associated lymphoid tissue; 
 schleimhautassoziierte lymphoide Gewebe 
max. maximal 
mC3d murines C3d 
MCS  multiple cloning site; Multipler Klonierungsbereich 
MFI Mean fluorescence intensity; Mittlere Fluoreszenzintensität 
MHC major histocompatibility complex; 
 Haupthistokompatibilitätskomplex 
min Minute(n) 
MOPS 4-Morpholinopropansulfonsäure 
MRC Medical Research Council, UK 
mRNA messenger RNA; Boten-RNA 
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n nano (10-9) 
NBT 4-Nitro blue tetrazolium chloride 
NC Nucleocapsid 
Nef negative factor 
NFκB Nukleärer Faktor κB 
NIH National Institute of Health, USA 
NK Natürliche Killerzelle 
nt Nukleotide 
 
OD Optische Dichte 
ORF open reading frame; Offener Leserahmen 
OVA Ovalbumin 
 
PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese 
PBMC peripher blood mononuclear cells;    
 periphere mononukleäre Zellen 
PBS Phosphate buffered saline;    
 Phosphatgepufferte Kochsalzlösung 
PCR Polymerase chain reaction, Polymerasekettenreaktion 
PE Phycoerythrin 
pH pH-Wert, pondus Hydrogenii,  Konzentration der H+-Ionen in 
 einer Lösung 
PHA Phytohämagglutinin 
PMA Phorbol 12-myristate 13-acetate 
Pol polymerase; Genabschnitt, der für die viralen Enzyme kodiert 
PPS Kapselpolysaccharid von Streptococcus pneumoniae 
PR Protease 
PrI Propidiumjodid 
 
RbCl Rubidiumchlorid 
rev reverse, rückwärts  
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Rev regulator of expression of viral proteins 
RIPA-Puffer Radioimmunoprecipitation analysis buffer 
RIMMH Regensburger Institut für Med. Mikrobiologie und Hygiene 
RLU Relative Light Units; Relative Lichteinheiten 
rMVA rekombinantes Modifiziertes Vacciniavirus Ankara 
RNA ribonucleic acic; Ribonukleinsäure 
rpm rounds per minute; Umdrehungen pro Minute 
RRE rev responsive element 
rSFV  rekombinantes Semliki Forest Virus  
RT Raumtemperatur oder Reverse Transkriptase 
 
s soluble; löslich 
SAC Staphylococcus aureus cells 
SCR short consensus repeat 
SDS sodium dodecyl sulfate; Natriumdodecylsulfat 
sec Sekunde 
SFC spot forming cell 
SIV simian immune deficiency virus;    
 Simianes Immundefizienzvirus 
SPR Surface Plasmon Resonance 
ss einzelsträngig 
SV40 simian virus; Simianes Virus 
 
Taq DNA-abhängige DNA Polymerase aus Thermus aquaticus 
TAR transactivating response element 
Tat transactivator of transcription 
TB Terrific broth (Medium) 
TBE Tris-Borat-EDTA-Puffer 
TBS Tris-buffered saline; Trisgepufferte Kochsalzlösung 
TD thymus dependent; thymusabhängig 
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TEMED N,N,N´,N´-Tetramethylethylendiamin 
TGN trans-golgi network; Transgolginetzwerk 
TH T-Helferzelle 
TI thymus independent; thymusunabhängig 
tm transmembran 
TM Transmembrandomäne 
TMB 3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidine 
TNF Tumornekrosefaktor 
tpa tissue plasminogen activator 
Tris Trishydroxymethylaminomethan 
TTBS Trisgepufferte Kochsalzlösung mit Tween-20 
 
U Unit; Enzymeinheit 
u.a. unter anderem 
ÜN über Nacht 
usw. und so weiter 
UV ultraviolett 
 
V Volt 
V3 dritte variable Domäne des äußeren Hüllproteins HIVgp120 
Vif virus infectivity factor 
VLP virus-like particle, Virusähnlicher Partikel 
Vpr viral protein r  
Vpu viral protein u 
v/v volume per volume; Volumeneinheit pro Volumeneinheit 
 
W Watt 
WHO world health organisation; Weltgesundheitsorganisation 
wt Wildtyp 
w/v weight per volume; Gewichtseinheit pro Volumeneinheit 
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w/w weight per weight; Gewichtseinheit pro Gewichtseinheit 
 
X-Gal 5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-β-D-Galactopyranosid 
 
z.B. zum Beispiel 
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Kurzschreibweisen der Aminosäuren 
 
Ala A Alanin 
Arg R Arginin 
Asn N Asparagin 
Asp D Asparaginsäure 
Cys C Cystein 
Gln Q Glutamin 
Glu E Glutaminsäure 
Gly G Glycin 
His H Histidin 
Ile I Isoleucin 
Leu L Leucin 
Lys K Lysin 
Met M Methionin 
Phe F Phenylalanin 
Pro P Prolin 
Ser S Serin 
Thr T Threonin 
Trp W Tryptophan 
Tyr Y Tyrosin 
Val V Valin 
 
 
 
Kurzschreibweise der DNA Basen 
 
 
A Adenin 
C Cytosin 
G Guanin 
T Thymin 
U Uracil 
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